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分 子 遗 传 学 是 在 分 子 水 乎 上 研究 生物 遗传 和 变异 的 遗传 学 分 支 学 

科 。 它 经 历 了 六 40 年 的 突 飞 狂 进 的 发 展 ,已 成 为 生命 科学 的 前 沿 学 科 之 
一 ; 它 的 基本 理论 已 渗透 到 生命 科学 的 几乎 所 有 领域 。 促 进 了 一 大 批 
新 学 科 和 新 技术 的 兴起 和 发 展 ， 令 人 瞩目 。 
我 国 从 八 十 年 代 开始 , 许多 高 等 学 校 相 继 开 设 了 分 子 泪 传 学 课程 ， 
并 积极 进行 教材 建设 ， 编 写 了 一 批 各 有 侧重 和 特色 的 教材 。 1988 年 6 
月 在 杭州 召开 的 全 国 理科 遗传 学 教材 评审 会 议 上 ， 大 家 认为 孙 万 恩 等 
局 志 编 著 的 《分 子 遵 传 学 》 内 容 翔实 而 系统 ， 反映 了 当前 国际 上 分 子 遗 
传 学 的 新 进展 ， 比 较 适 合 于 我 国 目前 多 数学 校 的 教学 需要 。 

该 书 作者 严谨 认真 ， 结 合 自己 的 坷 学 和 科研 ， 阅 读 了 大 量 的 文献 
资料 。 他 们 不 断 地 追踪 国际 上 最 新 进展 ， 为 该 书 增添 新 的 血液 ， 书 中 
竞 引 用 子 1990 年 的 国外 新 资料 。 该 书 注重 分 子 遗 传 学 的 基本 内 容 ， 阅 
发 其 基本 原理 ， 并 以 此 为 中 心 将 收集 的 资料 去 粗 取 精 。 作者 强调 生物 

大 分 子 结构 和 功能 的 关系 ， 刻 意 安排 了 “遗传 的 物质 基础 一 一 DNA” 作 
为 第 一 章 。 其 内 容 和 分 量 耸 到 好 处 ， 距 弥补 了 一 般 生 物 学 教科 书 的 不 
Re, LESABHER. SHASAALEMM BEAN RH 
程 进行 安排 ， 顺 其 自然 。 最 后 ， 以 天 然 的 遗传 重组 和 和 人工 遗 传 重组 
(基因 工程 ) 结束 全 书 ， 让 读者 认识 到 ， 造 传 信息 并 不 是 僵硬 地 和 一 成 
不 变 地 排列 在 各 个 独立 的 染色 体 上 ， 而 是 处 于 茶 种 程度 的 流动 状态 。 
这 禅 既 扩 展 了 读者 对 生命 起 源 和 进化 过 程 的 认识 ， 又 概括 地 向 读者 展 

现 了 人 类 改造 生命 与 创造 新 生命 的 作 大 业绩 。 


该 书 内 容 新 颖 ,语言 流畅 。 因此， 我 很 乐意 向 读者 推荐 这 本 好 书 ,着 
望 字 能 帮助 于 我 国 分 子 遗 传 学 教学 水 平 的 进一步 提高 ， 并 对 生命 科学 
研究 工作 者 有 所 神 益 。 


陈 + i 
1990 年 7 月 2 日 于 杭州 


中 


前 


在 我 们 居 伟 的 地 球 上 ,有 大 约 1000 万 种 生物 。 有 的 生物 只 是 一 个 单 细胞 ， 如 大 肠 杜 菌 和 
隘 母 获 s 有 的 则 有 复 架 的 咒 官 和 组 织 ,包含 着 大 量 的 具有 不 同 的 结构 ,形态 和 功能 的 网 胞 , 像 人 
ERA 10 “个 细胞 。 如 果 就 生物 大 分 子 而 言 ,人 体育 大 约 50 000 FL EMO, Raa 
数 以 万 计 的 核酸 及 其 它 大 分 子 种 类 。 地 球 上 的 全 部 生物 , 估计 包含 103 种 蛋白 质 和 差不多 相 
同 数 量 的 核酸 种 奖 。 妈 使 是 极为 简单 的 大肠 标 菌 ( 其 体积 约 为 2x10-1?0m3) ,也 含有 3000 多 
种 蛋白 质 ,T 000 多 种 核酸 ,还 有 1 009 多 种 其 他 生物 大 分 子 和 和 低 分 子 量 的 有 机 化 合 物 。 

在 这 样 种 类 复杂 ,形态 万 子 的 生物 体系 中 , 人 们 必须 寻求 生命 状态 的 基本 逻辑 原理 , 这 就 
是 ， 

D 生物 大 分 子 虽然 具有 复杂 的 结 昼 , 但 在 其 组 成 方面 郑 让 在 着 一 种 基本 的 简单 性 ,例如 
DNA HORRREM AR RES RNA 由 四 逢 核糖 核 背 耽 聚 合 而 成 ， 蛋 白质 出 20 余 种 
经 其 酸 来 合 而 成, 多糖 由 少数 儿 种 单 禧 洪 合 而 成 。 

《2) 所有 的 壬 物 都 使 用 相同 种 类 的 桦 件 分 子 , 侯 巴 它 们 是 从 一 个 共同 的 祖先 进化 而 来 。 

D 每 个 物种 的 特性 是 通过 它 只 有 的 一 套 与 众 不 同 的 核酸 和 蛋白 质 而 保持 的 。 

(4) 每 种 生物 大 分 子 在 细胞 中 有 特定 的 功能 。 

有 上 这 些 正 是 生物 化 学 ,分 子 生 物 学 .分 子 遗传 学 所 要 研究 的 基本 问题 所 遵循 的 多 辑 。 

分 子 遗 传 学 是 一 门 新 兴 前 科学 , 它 可 以 追溯 到 1944 年 Avery 等 人 的 肺炎 球菌 转化 实验 ; 
但 是 突 丢 竹 的 事件 万 是 1953 年 Watson 和 Orick 的 DNA 双 痢 旋 结 构 模 型 的 提出 ， 从 而 开 | 
创 了 分 子 生 物 学 和 分 子 得 传 学 的 新 纪元 。1977 年 , Sanger 淹 清 了 噬菌体 办 x174 的 全 部 碱 基 
序列 (5 386 ARA, 确立 了 DNA 序列 分 析 的 新 战略 和 新 方法 ,从 而 使 分 子 止 物 学 和 分 子 址 
传 学 进入 了 一 个 崭新 的 时 代 。30 多 年 来 , 分 子 跑 传 学 取得 了 极其 巨大 的 成 就 ， 它 已 成 为 生命 
科学 的 带 买 科学 之 一 ,有 力 地 促进 了 生命 科学 中 各 分 栈 学 科 的 发 展 。 在 实践 方 而 ,分 子 造 传 学 
促进 了 基因 工程 的 发 展 ,使 得 人 类 能 够 以 更 快 的 速度 和 更 准确 的 目标 进行 生物 品种 的 改良 ,其 
至 创造 新 物种 ,大 规模 进行 生物 活性 物质 的 生产 。 在 工业 ,农业 ,医药 、 环境 保护 等 方面 , 基因 
工程 都 已 守 露 头角 ,应 用 范围 日 益 扩 大 , 它 正 罕 成 为 一 个 有 有 巨大 潜力 的 产业 部 门 。 . 

“′ 然而 ,分 子 和 遗传 学 仍然 是 一 门 年 轻 的 学 科 。 一 方面 , 它 的 发 展 极为 迅速 , 任何 一 本 教科 韦 
都 不 可 能 将 最 新 的 研究 成 果 训 无 遗漏 地 搜集 起 米 。 同 时 ,也 正 因为 其 发 展 迅 速 , 使 得 人 们 不 得 
不 重新 考虑 某 些 原来 被 公认 为 是 正确 的 结论 。 人 们 对 所 谓 “ 内 合子 "和 “外 亚 子 ?的 认识 就 是 一 
个 很 好 的 例子 。70 年 代 末 刚 发 现 intron 时 ， 人 人 科普 这 认为 它 是 直 核 基因 的 “ 真 质 标记 ? 
(halmark)，* 是 一 种 不 表达 成 蛋 白 质 的 ( 即 内 会 而 不 显 的 ?核酸 序列 ,因而 中 译名 把 它 对 做 “内 
含 子 "。 可 是 时 过 不 久 , 人 们 就 发 现 醇 母线 粒 体 细胞 色素 b 基因 的 一 个 intron 是 编码 一 种 吓 
RANE (matorase) MEA RM, WHI TRA BE b MRNA 前 体 的 拼接 过 程 所 
AA RD. RF exon， 通 常 真 核 生物 基因 的 首尾 两 个 ezon 也 只 有 一 部 分 序列 编码 蛋 自 
质 } 后 米 又 相继 发 滨 若 干 基因 的 首尾 exon 完全 厅 编 码 蛋 白质 的 情况 《例如 人 类 有 尿 激 酶 原 基因 
的 第 一 个 exon 的 88 HAT REBAR DD 这 样 ,中 译名 “内 合子 "和 “外 显 子 " 部 暴露 


e jij 。 


MARZ, 1984 年 ,Ohu 等 人 发 现 了 T4 EAK RER PRA REHIN 
一 个 1017 个 核 背 酸 的 intron, 这 就 使 得 intron 是 真 梳 基因 的 真 质 乏 记 之 说 从 此 人 告终。 号 
一 方面 :人们 对 许多 乾 传 现象 的 分 子 机 制 仍然 不 清楚 甚至 毫 无 记 知 有些 正在 探索 之 中 ,常会 
有 歧义 的 甚至 洁 全 矛盾 的 说 法 。 在 这 种 情况 下 ,作者 尽 长 采用 流行 的 说 法 。 

本 书 原稿 是 作者 在 南京 大 学 任课 所 使 用 的 讲义 。 它 经 过 七 年 试用 并 进行 三 次 大 的 修改 ， 
方 成 该 者。 在 成 书 过 程 中 ， 始 终 得 到 各 方面 的 鼓励 与 支持 。 特 别 是 全 国 遗 传 学 教材 编审 组 利 
府 等 教育 出 版 社 组 织 的 杭州 遗传 学 教材 会 议 (1988 年 7 月 ) 通 过 对 该 书 前 评 惠 。 会 上 , UE 
怡 教授 为 首 的 评委 们 提出 了 宝贵 的 评审 意见 并 很 快 转达 给 作者 。 作 者 根据 这 一 意见 又 作 了 了 一 
次 修改 。 1989 年 11 月 的 杭州 遗传 学 教材 会 议 又 督促 该 书 及 早 问 世 。 高 等 教育 出 版 社 尝 茂 罗 
间 兰 ,杭州 大 学 李 桃 生 周 志 , 南 京 大 学 出 版 社 南 任 编辑 半 滁 天 同志 都 为 本 书 的 问 扯 付出 了 许 勤 
的 劳动 。 对 于 大 家 的 热情 帮助 和 支持 ,作者 均 至 以 宫 心 的 嫩 谢 。 

REL David Freifelder 的 “Moleoular Biology” (1983 424%), Benjamin Lewin i 
“Genes” (1985 年 第 二 版 ) 和 James Watson 等 人 的 “Molecular Biology Of The Gene” 
(1987 年 第 四 版 ) 为 主要 参考 书 , 同 时 吸取 一 些 国外 近年 《1986 年 一 1990 年 初 ) 期 刊 杂志 上 发 
雪 的 研究 成 果 。 由 于 本 书 按照 72 学 时 的 要 求 进行 编写 ， 因 此 免疫 遗传 学 ， Re Ae 
分 化 和 癌症 发 生 等 重要 内 容 就 无 法 按 专题 讲 提 ， 只 在 有 关 章 节 作 里 效 点 水 式 的 叙述 。 限 于 时 
间 和 水 平 ,前 漏 之 处 在 所 难免 ,欢迎 读者 批评 指正 。 


作者 199043 7128F 
南京 大 学 生物 化 学 夭 
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第 一 章 ”遗传 的 物质 基础 一 -DNA 


第 一 节 DNA 携带 着 两 类 不 同 的 遗传 信息 '"* 


除了 少数 的 RNA 病毒 之 外 ,DNA 儿 委 是 所 有 人 生物 址 传 信息 的 携带 者 。DNA Tae 
著 两 类 不 周 的 遗传 信息 。~ -类 是 负 次 蛋白质 氨基 酸 组 成 的 依 息 ， 是 灸 亦 所 周知 的 三 联 体 密码 
VAD BH £64 个 三 联 体 密码 子 中 除了 三 个 终止 密码 予 外 ,其 祭 81 EET RR 
24 种 不 同 的 氨基 酸 , 因 而 大 多 数 氮 基 酸 都 有 一 种 以 上 的 密码 字 ， 这 就 是 记 语 密 码 子 的 简 并 注 。 
几乎 雇 有 的 持 物 都 使 用 相同 的 密码 子 。 这 就 是 房 帘 结 码 子 的 通用 性 。 后 来 发 现 ， 线 粒 体 的 密 
码 闻 与 核 茜 因 的 密码 子 不 同 , 这 可 能 与 线粒体 的 和 蛋白质 合 成 机 器 有 关 。 人 们 还 发 现 ,密码 子 的 
碳 基 组 成 与 氨基 酸 的 侧 链 性 质 有 一 定 的 相关 性 。 近 年 来 人 们 又 发 现 了 硒 半 胱 氮 酸 的 密码 子 以 
及 密码 子 进化 方面 的 规律 。 此 外 ,人 们 还 发 现 了 决定 RNA 本 质 的 副 密 码 子 (Paracodon) 。 
DNA 分 子 上 所 携带 的 另 一 类 造 传 信息 是 关于 基因 选择 性 帮 达 的 信息 。 我 们 知道 ,在 原核 
生物 中 ， 结 构 基 因 占 基因 组 的 比例 很 大 。 特 茵 是 在 下 细胞 生命 体 驱 菌 体 中 ， 这 一 比例 就 更 
高 。 仿 如 PXI MAIER UE 5286 个 ,结构 基因 用 去 5169 个 ， 这 个 比例 高 达 IGG. $ 
而 ,去 次 等 哺乳 狐 物 中 ,这 一 比例 只 有 大 约 10-~~15。 人 们 不 柴 要 间 , 其 余 占 基因 组 80%% 以 上 
DNS 起 什么 作用 ? 月 前 对 这 个 问题 还 无 法 作出 精确 解释 ; 但 可 以 肯定 的 一 点 是 , 基因 组 中 
{DONA 序列 是 用 来 编码 基因 侈 择 性 表 计 的 遗传 信息 的 。 这 种 选择 性 表现 在 ， 细 胞 周期 
注 丰 同时 相 中 ,个 体 发 育 的 不 加 阶段 中 ,不 层 的 器 官 和 组 织 中 ,在 不 同 的 外 界 环 坊 于 ,各 各 基因 
是 关闭 还 是 表达 ,表达 量 县 多少, 都 是 各 不 相 岗 的 。 用 来 编码 荡 因 选择 性 表达 的 站 传 信息 的 这 
一 部 分 DNA 序列 并 不 是 单 狼 发 挥 其 调控 作用 的 ， 在 这 一 点 上 它 与 绪 构 基因 DNA 序列 是 相 
奖 似 的 。 然 而 ,二 者 还 是 有 益 别 的 。 结 构 基 因 的 转录 和 番 译 , 痢 是 强烈 地 依 束 于 转录 矿 系 和 一 弥 
赛 蛋 和 白质 台 成 机 构 ,而 核酸 序列 本 身 的 差异 只 是 提供 了 这 些 酶 和 蛋白 质 识 草 的 基础 。 西 对 于 调 
控 DNA 序列 来 说 ,除了 上 上面 作 用 之 外 , RBS Sis A URE SST. EAR TA 
切 些 ,调控 DNA 序列 能 与 调控 看 由 质 相 孔 作 用 而 侈 禾 自已 的 双 螺 旋 空 间 绪 构 ， 以 便 更 好 地 
为 调控 蛋白 贰 所 识别 。 美 国 卫 . W . Prohofsky 异 助 于 固体 物理 学 技术 , 非常 成 功 地 预言 了 
DNA 的 大 频率 跨度 (从 无 线 电 波 到 红外 ) 的 电厂 波谱 的 振动 异 。 与 生物 学 和 基因 表达 在 关 的 大 
部 分 信息 存在 了 长 程 力 雇 引 起 的 侯 频 捧 动 ， 合 得 DNA 的 各 部 分 序列 之 间 能 进行 长 距 遍 的 对 
话 ， 从 一 端 可 以 了 解 男 一 端 发 生 了 修 么 情况 。 


第 二 节 DNA 的 一 级 结构 


DNA 从 结构 上 上. 庶 是 由 上 遍 氧 馈 粮 想 从 单 酬 酸 通 过 3, S GT HE TTT a A A RE 
JANIS ERAS AS O° BRED 5 天 键 的 方向 定 为 链 的 方向 。 窑 大 多 数 天 然 DNA 分 子 长 链 的 两 
总 是 有 一 个 获 猜 常 有 自由 的 S- BERR TTS BO SHES PRE AA 
者 区 为 3 io DNA 链 的 方向 就 是 从 5 eB OR, 习惯 写法 中 ,如 pApCpApGpl, di} Ak 


ele 
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LSM, EAE Y OH 一 般 省 赂 不 写 ,这 已 成 常规 。 

DNA 秃子 一 级 结构 中 的 显著 竺 点 ,顾名思义 ,就 中 脱氧 核糖 了 。 世 就 是 核糖 的 2 位 上 没 
A AEs, MRA DNA 这 一 主要 遗传 物质 级 其 稳定 的 根本 原 罗 。 特 别 是 对 于 碱 的 抵抗 
力 ,在 pHII.5 时 ,DNA 链 的 一 级 钳 构 几乎 没有 任何 变化 , 而 RNA 链 在 多分 钟 内 降解 为 2 
FERREA- PAREY. RNA 磊 水 解 先生 成 一 个 2',3’ RRP AP 
是 一 个 五 员 环 ,稳定 性 轰 关 ,很 快 转变 成 2 MEERA 3 PEPR, IEI- 
(n) IIOS A ON) 
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图 1-1 RNA BTA 2-OH， 很 容易 被 碱 水 解 


DNA 一 级 结构 的 测定 即 DNA 的 序列 分 碎 工 作 在 近 十 多 年 中 进展 迅速 ， Sanger 在 这 方 
HEM THAR SA. KIAR, Sanger 于 60 年 代 初 利用 小 片段 重 迁 法 首次 测定 了 一 
个 生物 大 分 也 胰岛 素 的 51 个 氨基 酸 序 列 。 此 局 不 少 人 使 用 小 片段 重 先 法 测定 DNA 和 RNA 
的 核 普 酸 序列 ,结果 只 测定 出 医 干 小 分 子 的 RHA( 如 tRNA); 而 DNA 序列 分 析 仍 然 步履 
WE. Aw DNA 分 子 巨 大 ,而 绍 成 这 种 巨大 分 子 的 单 体 又 只 有 四 种 ， 因 此 从 战略 上 求 说 , 用 
小 疗 段 重 选 法 去 进行 DNA 的 序列 分 析 是 不 恰当 的 。1975 年 , Sanger 提出 了 新 的 战略 ,也 就 
ERWE DNA 片段 的 相对 长 度 来 推 时 核 并 酸 顺序 的 方法 。 在 8~20% AUTRE DARREL 
电泳 40 厘米 左右 ， 邯 可 区 分 一 个 核 音 酸 之 差 的 10~160 个 核 背 酸 的 各 种 天 小 的 片段 。 每 一 和 
FATHOM OP RTE, BERNARD MER. SRA 
KERR”, ERR ES Bt, MAH E T XJ Hb ERREKETA. 
GER BB RS AMA: REN, Sanger 于 197548 Ihi “DEY Red) F 1977 
年 廊 改 进 的 “来 端 终止 法 ”《 即 “ 双 脱 氧 法 ?) SR. BATRE RI A DNA BR 
之 互补 的 一 段 引 物 ， 然 后 以 DNA RAMI MAAR A, 因此 从 凝 胶 电泳 的 放射 自 显 
X-RAP AE IME PR. 这 种 方法 又 称 为 间接 拷贝 法 (indirect copying 
methods)。 其 中 双 脱 氧 法 打 作 简便 、 迅 速 ， 已 成 为 DNA 序列 分 析 的 首 移 方法 。 另 -类 是 化 
学 法 , 即 1977 年 Maxam 和 Gilbert 亡 设 计 的 化学 断裂 法 ， 针 对 四 种 核 背 酸 使 用 不 同 的 链 断 
裂 方 法 。 这 利 方法 世人 简便 ,精确 , 对 于 较 短 的 DNA FDR MBAR AS, AEE 
AAR ERI. HLM Sanger 提出 的 战略 ， 人 们 还 发 展 了 许多 测定 RNA 序列 的 方法 。 对 
于 序列 分 析 的 具体 方法 , 本 书 不 能 作 洋 细 介 绍 , 请 读者 参阅 有 关 文 献 。 

DNA 一 级 结 榴 的 重要 瑟 义 不 仅 在 于 它 豆 藏 了 址 忧 信息 〈 以 密码 子 的 方式 )， 语 县 还 决定 

7 he 


了 DNA 的 二 级 结 移 和 空间 结构 ,特别 是 1977 华 Sango Tei Ae T ba elk ob x 174 UN 的 

稀 ,不 但 如 示 了 该 唆 菌 你 的 村 因 组 织 情况 和 基因 重 苇 现象 ,而 且 也 为 研究 DNA 的 二 级 
结构 莉 定 了 坚实 的 基 硒 。 从 结交 与 遗传 学 功能 的 关系 上 米 看 , 从 一 级 结构 中 得 到 的 
SLB The BE tf ae es SE A A OE EA R E A 
ZARA LUMI ea RAAE a SY A ee RB EE AR Ze 


第 三 节 DNA 的 二 级 结构 :~ 


一 、Watson-Criek GFR 

Watson 和 Orick 在 1953 年 4 ERT DNA 的 右手 双 螺 旋 结 构 , 绝 不 是 情 然 的 , ME 
ES AY SOS, ESS IAS AR RI BE AO ER, WT. Ast 
bury 就 用 X-JEAT AES DNA M 494951950 42, Chargaff 从 大 量 的 不 同 来 源 的 DNA 样品 
的 分 六 中 发 现 了 DNA 组 成 的 当 芋 规律, 即 入 =T,G=0, 太 4+G=T 了 +O; 1952 ÆM.H. Wilkins 
HRE ERG DNA 纤维 作出 了 极其 出 色 的 X- a, Watson 和 Crick 时 就 设 起 过 
DSA 结构 的 多 种 可 吡 的 模型 , 但 它们 缺乏 高 质量 的 Xs 当 他 们 得 到 Wilkias 的 
MRR Xe HAT, RR RT I Pee RE, 

APREA ORR ER 

1. 2 RAR ARAL S, CR EE, ROR. IA 
SEGELL EGTA, MENEZ» NÅ Ae. EATE abd 
RRR RAE. BETS. REET A. 

2 ARA RT ORE RR RA — AER MRI RY ACER AE. E 
WPT RRR MET 204 Te AMER RPA, MRK OA, E A MOG AT 
MARGIE AGE A SR AE A BT GRR, G 和 © ARR AE IE ot EER, 
而 且 册 只 有 这 样 才能 满足 Chargaff Wy 4 ERLE. RRMA, RE h 
WASTES BA A. DS pL A KE, TR 
Ae TG WS TA A SLE s TT OR M BR FA Et ALB Ay LD REP BE A TE 
成 一 种 撕 积 力 。 这 两 种 力 的 肯 同 作用 就 维持 了 双 螺 旋 结 档 的 稳定 性 。 

3， 焊 焉 ” 双 螺 旋 链 中 前 任意 一 条 链 绕 轴 一 周 t360") 所 升降 的 距离 的 叫做 没 版 。 这 个 模 
TEREA MA, pag 19 个 核 苷 酸 ， 因 此 每 两 个 相 邻 碱 基 平 面 的 各 吉 距离 是 4A, 相 
Xi TEGERE 36° 

4, KAROA HSER YI RR, REENER RER E, E 
表面 形成 两 条 四 档 , 一 条 宽 而 深 , 叫 做 火海 , 一 条 获 而 浅 , 叫做 小 沟 。 之 所 以 形成 天海 各 小 沟 ， 
是 因为 从 旭 旋 砷 心 至 两 条 主 链 所 划分 出 的 两 个 席 形 不 等 ,一 个 大 于 180°, 一 个 小 于 180"。 这 
两 条 沟 , 特 别 是 大 海 ,对 于 在 址 传 上 有 重要 功能 的 蛋 帕 质 识 别 DNA SURREY) LAP 
持 非 常 重要 的 ,因为 只 有 在 沟 内 ,蛋白质 才 能 “感觉 "到 不 同 碱 基 顺 序 , MERA E Ree 
SAMA RARER ES, EAA Y o 


二 、 决 定 双 螺 施 结构 状态 的 因 案 
L 有 气 包 ”在 每 一 个 碱 基 上 都 有 适 于 形成 氢 键 的 供 氢 体 如 气 基 和 羟基 久 及 受 氢 体 如 酮 基 
-3o 


PIAR GON ZAHERERAT 对 之 间 内 有 两 条 氢 鱼 。 这 征 DNA RRR 
WEHEL DNA 的 许多 性 质 都 与 此 有 有 关 。 

SUR MY Pica, ATO DNA HAREE Pe 与 G+O 的 百 分 会 量 成 正比 来 得 
到 说 明 。 在 G+0Q BASE 30% F70% WWAA, 在 0.15moljL NaCl+0.015mol/L 
PME, Pa 与 碱 基 组 成 的 关系 可 以 用 下 面 公式 表示 4 

T= 69.94 0.41(@G 40) 

这 成 是 所 谓 Marmur-Doty RAK, A 1-2 MPERA. MRAP MA RR ER, 
则 可 使 Tw 显著 降低 。 国 为 正常 情况 下 ,DNA UR Beet AAEREN RRA 
ATARE MAREAS REPR ARETES RE ER 
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Hire 〈G+OC) 含 量 与 fa 的 关系 


在 形成 氢 刍 时, 要求 供 体 氮 原子 与 受 体 饮 原子 具有 互补 性, 因而 特异 由 很 强 , 受 体 原子 到 供 
居 项 于 的 距离 称 为 气 … 的 键 长 .DNA 互 补 斑 基 之 间 的 氮 链 刍 长 2.8 人 一 3.0& , 键 能 4 一 6 千 卡 / 
mole。 倪 键 前 另 一 个 特点 是 具有 高 度 的 方向 性 。 如 果 惧 体 寂 子 . 气 原 耶 和 受 体 原 和 三 者 在 一 条 
让 线 上 ,形成 的 氢 刍 最 强 。 同 链 的 相 邻 城 基 之 间 的 堆积 力 恰 恰 为 形成 最 张 的 气 键 提供 本 条 件 。 
2. AERA PAR RZ RPE KE, 和 van 
der Waal Jj; 
TURE Se A FA ROR AF RRA ROK RAE RS, MB 
地 结合 在 一 超 的 趋 劳 ,其 中 并 无 键 的 生成 ,但 这 样 的 趋势 在 热力 学 上 是 有 有利 的 。 这 可 以 简 路 地 
般 酸 如 下 。 水 分 子 能 相互 形成 氢 键 。 如 果 一 种 分 子 兹 与 水 形成 乞 键 ， 则 能 深 于 水 。 然 而 这 种 


T van der Waal 力 彼 此 附 着。 实际 上 在 水 中 很 准 插 入 不 能 形成 乞 键 的 容 视 分 千 。 然 厨 
DNA 是 一 大 分 子 的 高 聚 物 ,其 主 链 部 分 是 厅 水 的 , 即 伺 是 活 基 ,其 外 图 基 团 如 氮 直 、 酮 基 也 戈 
TREES KATERA. AT A ERTER AEE E. ~A 
BUKRA TH Ag HH ARIE — AE B A E TRE ERAR A H 
少 , 从 热力 学 第 二 定律 来 看 不 可 能 是 一 个 自发 的 过 程 。 郊 果 这 些 不 溶性 的 政 状 物 相 互联 合 , 则 
可 以 使 有 序 的 水 分 子 壳 层 减少 到 很 低 的 获 量 , 使 得 所 有 的 分 子 ( 水 和 溶质 ) 的 焕 估 更 大 一 些 , 因 
It, DNA 相 邻 碱 基 就 有 相互 堆 祭 在 一 起 的 趋势 ,这 是 形成 碱 基准 和 集 力 的 重要 因素 之 一 。 

另 一 方面 ,由 于 冯 螺 施 结 构 中 相 邻 磊 基 瑟 直 距离 为 3.4 和 A ， 而 照 岭 环 和 堵 腔 环 的 Yan der 
Waal 半径 怡 好 为 1.7 用 左右， 这样，Yan der Waal HAVA TRURIE A. van der Waal 
作用 力 大 约 1 4-K/mole, HER ARKBA AH, eB TATR EEE 0.0 F 
卡 /molse， 因 此 两 个 原子 间 的 van der Waal 为 是 没有 什么 实际 意义 的 。 然 而 ， 若 干 对 原子 ， 
特别 十 DNA HAKARET ARP van der Waal 力 是 相当 可 观 的 ， 是 
物 成 碱 基 堆 积 力 的 男 一 个 生 要 因素。 

DNA 双 螺 旋 结 构 中 存在 着 栈 水 作用 力 ， 可 以 用 加 入 某 些 能 山名 各 基 深 解 度 的 试剂 (如 里 

RARE ABS TORN NER CREEL. BAER TARRA 

FEREARE H ARMENERE BRS In 值 , Ta ERRUER R AARAA 
VR RLG, FEAR, LAERTE -ATER Ue ERE 
固 与 水 保持 最 大 的 接触 而 把 秦 基 与 水 的 接触 碱 少 到 最 低 限度 。 这 就 解释 了 为 什么 在 DNA 中 
磷酸 脱氧 核糖 链 在 外 面 而 破 基 在 里 面 。 

FARE GR (ORD) WAS tt (OD) RAR DNA 和 RNA 进行 研究 的 结果 表明 ,在 单 股 
多 该 营 酸 中 大 部 分 碱 基 平 行 排列 使 长 链 成 为 有 规则 的 曙 线 (helix) mi E A H a R 
(random ooll}y。 所 谓 光 规则 线 团 就 是 ;在 一 个 高 聚 物 的 长 链 上 ,没有 任何 链 内 相互 作 用 ,每 一 
单 体 列 以 相对 于 相 邻 的 单 体 自由 旋转 ， 其 限制 仅仅 在 于 两 个 原子 不 能 占据 向 一 个 空间 。 一 系 
履 的 这 种 三 维 空间 物 现 就 叫做 无 规则 线 团 。 见 图 1-3。 


) 人 


图 1-3 PE FTA) IRANEM) 


人 们 其 至 在 二 核 背 酸 中 也 发 现 了 碱 基 平 行 排列 的 趋势 ， 在 DNA 中 则 更 是 如 此 。 这 些 都 
RRR MN FE. XT DNA HEREN, MERON TS, 

《1) 加 入 能 减弱 基本 作用 的 试剂 可 以 消除 碱 基 堆 集 作用 。 

《32) DNA 样品 加 热 时 ， 碱 基 堆 集 作用 减少 ,同时 停 随 Asoo 的 增加 。 


{3) BARABARTA DNA 的 碱 基 砍 集 作用 没有 影响 ， 担 是 将 双 链 DNA 
碱 基 堆 集 作用 减少 到 变性 DNA 的 程度 。 

从 以 上 事实 可 以 得 出 结论 : AGE DNA PAREGABE DNA 中 的 厂 基 堆 集 程度 更 高 ,这 
是 向 两 条 链 的 配对 身 基 之 间 的 氢 键 所 引起 的 。 氢 刍 和 疏水 作用 力 都 易 被 热 运 动 所 减弱 有 和 夏 
坏 。 当 所 有 的 破 基 指向 正确 的 方向 时 ,可 以 达 到 最 大 的 气 键 钝 合 : 同样 ,如 果 疾 基 不 能 蛋 斜 或 
摆动 , 则 能 提高 碱 基 堆 集 作 用 。 很 明显 , 已 经 堆 集 的 碱 基 更 容易 氢 键 键 合 ! 相 应 地 ,已 被 氨 键 定 
向 的 碱 基 更 容易 堆 集 。 因 此 ,丙种 作用 力 相互 协同 , 形 记 一 种 非常 稳定 的 结 物 。 如 果 一 种 作用 
力 被 消除 ， 则 粤 一 种 作用 为 大 为 削弱 。 这 可 以 解释 为 什么 加 入 破坏 其 中 一 种 作用 力 的 试剂 会 
使 Ta 值 急剧 降落 。 

3。 蒂 负电 罕 的 磁 酸 基 的 静电 斥 力 ”每 一 个 核 蔡 丙 的 磷酸 基 上 痢 带 有 一 个 负电 敬 。 如 果 
这 些 负 电荷 没有 被 中 和 ， 双 链 之 间 的 这 种 强 有 力 的 静电 排斥 作用 将 驱使 两 条 链 分 开 在 问 一 
条 链 内 昌 然 也 存在 闭 这 种 静电 斥 力 ,但 由 于 链 内 的 共 价 键 , 这 种 带电 尽力 并 不 重要 )。 但 是 当 大 
狸 类 如 入 时 。 这 些 带 负电 茶 的 三 酸 基 财 可 以 被 正 离子 《如 Naty- 记 虫 和 ,也 就 是 正 离子 围绕 在 

RTP”, ART AREZ ME RA. 这 就 是 Debye-Hitckel ys 

FF RC A, TEAR TAD PRE (4 0. 2mol/L) BERR A Tk RE FB ta a, SPE 
RMR SRE EK, AT Ta EEEE SEL, AAR pay DNA 
PERM PARSE, RIAL} RC, GEM A ET, Pa AS AR ME STR HT 
AE Fh SAE a fE i AE T RE PE A TBR PE EE T IRDETO iE 
HE. Ta HHAMAW KART 1-4, 


260 mm 光 圾 收 


65 70: 78 00, 8 20 95 ioe : 105 
azt 
图 1-4 Pa 信和 与 中 性 盐 NaCl EAA 
事实 上 ， 平 时 制备 的 DNA 也 总 是 DNA Hii ARE RIES Af Net, EA 
NaCl 和 CeO! 测量 DNA 分 子 量 时 ,就 会 得 到 不 同 的 数值 , 二 者 之 比 为 0,75。 因 为 单 核 背 可 
的 尘 均 分 子 量 为 SIO ERANA 353, AE Math Hy 467, 353/467 =0.75。 这 就 是 一 个 有 
力 的 证 据 。 
4. MEP TAR “4H FHLB SPIER FIN PRE RDE HED aed JE we 
UE, SAT ESE PEAS Be ARERR, SHE DNA RE BEB We 
由 此 可 兄 , 在 关 定 DNA ORR SHOR A, 前 二 者 CREN Ea 
和 相 邻 斑 基 的 堆 集 力 ) 有 利于 DNA REND, ME RRO RD MRE 
子 的 内 能 ) 列 不 利于 DNA ERIRE., 一 种 DNA 分 子 的 结构 状态 将 是 这 网 种 泣 素 竞 
争 的 结果 。 
aĝa’ 


第 四 节 DNA 物理 结构 的 不 均一 性 (heterogeneity) 1? 


在 DNA 的 一 级 结构 中 ,四 种 碱 基 A, T, GO 远 非 淘 匀 分 布 ,尽管 双 螺 旋 的 构 型 大 体 相 
RERE DNA 长 链 各 处 的 物理 铺 构 并 不 完全 相同 ,各 处 双 误 旋 的 称 定 性 有 所 差异 ， 有 时 有 
显著 的 羡 异 ， 基 至 于 在 一 定 条 件 下 改变 了 双 螺 旋 前 狗 型 ,如 第 七 节 将 要 讨论 的 马 型 DNA。 这 
这 都 体现 了 大 分 子 一 级 结构 决定 高 级 结构 的 原理 。 除 了 台 理 DNA 外 , 现 介绍 如 下 不 均一 性 。 


一 、 反 向 全 和 介 序列 (inverted repeats) 

反 向 重复 序列 又 称 为 多 文 序列 (Palindzrome) , 它 能 在 DNA 或 RNA 中 形成 发 夹 结构 ,在 
DNA 中 有 可 能 形成 十 字形 结构 。 这 一 转变 过 程 ( 昂 图 1-5) 必 须 伴 随 着 。 AT "5. 
一 年 的 能 量 给 入 , 国 此 一 般 认为 在 DNA 水 平 上 发 生 这 种 转变 的 可 能 性 
BA, 

BUSH CH TRE ALE APRESS, RHEN DRM 
ERATA. SMTA BR Sey, oi BRR 


图 1-5 ”志文 结构 转化 为 发 夹 结 析 以 及 十 字形 结构 ue 
完全 清楚 。 但 人 们 已 经 发 现 ， 转 录 的 终止 作用 与 迎 文 结构 有 关 ( 详 见 转 录 一 章 )。 发 来 还 在 
tRNA 的 结 宰 中 也 很 重要 ,每 一 锅 4BNA 都 是 由 玉 个 发 类 环 组 成 的 三 叶 草 形 结 鬼 。 


=. BS A/T 的 序列 


在 高 等 生物 中 ， 太 + 人 与 局 +0 的 食量 差不多 相等 。 然 而 在 它们 的 染色 体 的 某 一 区 域 ， 
AT 含量 可 能 高 得 售 人 。 例 如 赃 握 的 卫星 DNA RE, A-T SERRAR b, CDER 
重复 AT i+ ORE, A ATATAT.... ;大约 30 个 这 样 碱 基 才 有 时 插入 一 个 GQ 或 0。 这 种 卫 
E DNA 的 功能 将 在 下 一 章 中 讲述 。 在 很 多 有 重要 沁 区 荔 能 (而 不 是 得 白质 编码 ) 的 .DNA 区 
段 者 富 食 .和 >T， 特 草 是 在 复制 起 点 和 启动 子 的 .Pribaow E (HE TATA 框 ) 的 序列 
+, REA AT 碱 站 对， 对 于 复制 和 转录 的 起 始 十 分 置 要。 因为 GC 对 傅 有 三 条 扔 键 ， 而 
AVT 对 只 有 大 条 护符 ,此 处 的 双 链 容易 解 开 , 更 有 茶 些 发光 质 促进 这 各 过程, 以 利于 起 始 复合 
物 的 弄 成 ( 详 况 有 关 举 节 )。 

在 DNA 分 子 中 ,由 于 特异 性 序列 的 存在 ,能 使 局 部 区 域 疡 生 特殊 的 栅 象 。 例 如 在 溃 基 体 
DNA 中 出 现 的 CAAAAAT 或 CAAAAAAT 的 重复 序列 ,分 机 周期 钨 为 10 SSE (— 
螺旋 )。 它 们 具有 很 高 的 电泳 迁移 率 。 这 可 能 是 由 局 部 DNA PRHA (kinking) BFS. H 


fe 


于 坦 结 的 存在 ,局 部 DNA RERA 


=. RENE RHE RARER ER SEAR 


AVE TH A Bt (mearest-neighbor doublets) ,得 出 一 个 非常 有 赵 和 的 
现象 ， 那 就 是 破 基 组 成 相同 ， 但 厅 险 和 密 院 的 排列 顺序 不 同 ， 双 明 旋 的 稳定 性 具有 星 落 的 莹 
Fo Be O CON a eae MRK, MEARE AS, EI SO 
PIV, CAME ANSP MARS TALER A TR. RARI akri AAEREN 
SAH MAE PPP REM PUI HT RAL YTD, (这 里 的 方向 就 是 常规 的 从 8 WA 
7 ODED o A ATE AA SE RI EER TIDL TE REEE RSE N E E 
而 积 ,这 在 B A DNA pani. 

根据 Gotoh 1981 ERIA HARB ERRAN Ta OM 1-1 BR “CB 
出 离子 强度 汶 19.5mmo?/L Nat, 

表 1-1 相 部 二 核算 本 对 Te 


将 Gotoh 的 Pn iit Ornstein (1978) 的 拭 若 排 集 能 数值 结合 起 来 绘制 相关 图 , 相关 系 
数 接近 于 1, MH 1-6. 


To O 
Cs bb "EY 


9 -10 - -15 
. ` 推 集 能 TRER 
图 1-6 . BOM Ta ie SRR 


> 
a Tt 可 以 用 到 ,个 的 Tm 公 最 低 。 在 真 核 华 物 中 , 常 可 以 在 -19 到 ~27 的 位 置 上 


AAM TATA ENN Ok Hognoss HE). WIE RNA ARMOR. REEL 
RNA FALSE ERR 
又 如 ,生命 有 视 体 选送 UAA FS RAPS BeOS AR NARA), MIE 64 个 三 联 
> 


你 密 仙子 中 , 它 与 肥 密 色 于 ( 俊 定 有 的 话 ) 形 成 的 互补 产物 & 人 车 的 Pa PEREHI, 


< 一 
罕 生 弄 温度 下 也 是 不 稳定 的 。 当 初 有 人 花 了 很 多 工夫 去 守 找 一 个 不 携带 氨基 酸 的 专 供 胞 链 终 
EMH tRNA, FRR RNA, KM PRA LARS RF ERE. ESA 
ALES UAG HUGA Be WRAY (RNA RAMA. 而 UAA WAR A eH 
ie WaT RE MEE. IT et CES LAS ee 

FP SBP PR BE OE, BET ULNA J BPS 
出 的 数值 。 但 由于 生物 体系 的 复杂 性 ， 在 不 同 种 的 DNA 2, ERR DNA 片断 之 
疗 , 也 常会 出 现 某 些 差异 ,有些 参 数 也 还 有 待 了 进一步 修正 


第 五 节 DNA 双 巢 旋 结 构 的 呼吸 作用 ， 


在 DNA 双 媒 旋 结 构 中 ， 写 对 碱 基 之 问 的 氢 键 处 子 连续 不 断 的 断裂 和 再 生 的 动态 平衡 之 
中 ， 这 可 以 通过 甲醛 变性 试验 得 到 下 明 。 在 
DNA HAREEK DERE mP 
BARMERA eR. Shek, Hess 
能 和 DNA 的 筑 基 起 反应 使 DNA 发 生 不 可 地 
变性 LE Ay REZ TS TL HF 
PUSSARRRN. HTML iE 
立即 恢复 ， 甲 醋 要 与 全 部 氨基 起 反应 需 经 过 相 1 
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Aus 


Q ta 


当 长 的 时 间 , 如 图 1-7 Bias, 《小 时 》 
到 对 束 基 之 问 的 各 刍 不 但 处 于 斯 裂 和 再 生 Wir 含有 4 多 PEN DNA RRi 
的 平 每 状 坊 中 ， 氢 刍 上 的 所 原生 还 能 和 水 发 从 Safe PA GRE 28 25°C) 


交换 ,这 很 容易 用 重水 CHO) 作 湾 剂 得 到 证 明 。 这 种 现象 进一步 证 明了 和 氢 键 揭 迅速 地 断裂 和 
怪 生 过 程 ,这 种 过 程 通常 秘 为 .DNA. 链 的 呼吸 必用。 特别 是 在 窗 仿 AT BB ER EA 
WB, BURRS MRR, RO TRA RN RARE DNA 发 生 反 应 并 阅读 
DNA 链 内 部 储藏 的 信息 (包括 氨基 本 编码 ? 具 看 重要 作用 ，。 

ZEEE DNA 的 两 端 , 容 3 一 7 个 破 基 对 经 常 不 同 程度 地 处 于 单 链 状态 ， 这 种 现象 四 做 绽 
Hifreying), HERE RAPHE OK LM io BALsi, 同时 又 上 共有 有 双 链 核酸 外 切 
隆 的 活性 , 火 概 就 是 由 双 链 末端 的 绽 虱 作用 造成 的 。 


第 六 节 DNA MARE EPE, AN Cot py epee 


KARRI DNA BAH RUSA R, 4 DNA 被 加 热 时 或 对 些 试剂 的 作 
oo 


攻 下 ， 配 对 碱 基 之 间 粤 键 和 相 邻 斑 基 之 间 的 堆 集 力 就 会 受到 破坏 ， 逐 步 变 为 簿 似 于 无 规则 交 
SRAM ANAS EE DNA。 由 天 然 状态 到 变性 状 夸 的 转变 过 程 轩 做 变性 ,又 称 为 熔 解 。 能 使 PN 人 
FE PE AS TATA MABE EA, 如 了 屎 崇 、 四 酰 及 等 。 变 性 的 DNA 为 单 股 DNA。 变 性 DNA 在 一 定 
条 件 下 又 可 以 恢复 天 然 DNA 的 结构 ,这 个 过 程 吗 做 复 性 ,也 叫 重 退火 (reanneating)。 前 此 
节 所 述 的 关于 DNA 的 结构 和 和 该 结构 内 各 种 作用 为 大 多 是 通过 研究 DNA 变性 和 复 福 过 程 语 
获得 的 。 


— k 性 


研究 DNA 变性 过 程 的 方法 很 多 FREER TAE EE AE pE A pE A, E 
变 竹 的 方法 很 多 ,有 分 光 光 度 法 ,流体 力学 法 , 量 热 法 , 极 谱 法 ,旋光 色散 法 , MZEE, 层 析 
法 等 。 使 用 最 为 广泛 的 方法 是 光 吸 政法 (260nmy)，, 然 曾 圆 二 色 性 法 也 混 非 常 有 敌 望 前 方法 , 它 
能 提供 足够 的 信息 以 补充 光 吸 收 法 的 不 足 之 处 
由 于 DNA 中 的 碱 基 的 嘿 叭 环 和 喀 喧 环 中 maat 的 转变 , 在 260nm 有 明显 的 吸收 峰 。 
当 DNA 变性 时 ,有 序 的 碱 蕊 排列 被 打 乱 了 ,于 是 增加 了 对 光 的 吸收 , 记 住 下 列 数 据 是 有 用 的 ， 
当 浓 度 都 为 50xg/ ml 时 , 双 螺 旋 DNA 的 A2so=1.00, 完 全 变性 DNA 即 单 链 DNAB Ago = 
1.37， 单 核 背 酸 的 等 比例 混合 物 的 Axeo =.60。 由 于 DNA 变性 而 引起 的 光 吸 政 的 增加 称 为 
op 一 增色 效应 (hyperehromicity)e ; 
StS MIS AMT EMO. LC / 
分 ) 增加 DNA WRR, RETA 
辣 温度 下 的 Aco 数值 ， 即 可 绘制 成 DNA 
BOAR AR. 如 图 1-8 所 示 。Aaeo 急剧 变 
化 的 温度 范围 一 般 为 6~8“C。 当 Asso 增 
加 到 最 大 增值 的 一 举 时 , 即 相 当 Aseo HE 
到 约 1.185 时 ， 这 时 的 湿度 叫做 DNA 的 
AUP BOAR 人 Tn ER 这 是 一 个 鉴 
E DNA 的 非常 有 用 和 非常 方便 的 参 甚 。 
常用 的 DNA 变性 方法 主要 是 热 变 注 
ae eg US art Anat a. AREA AT 
图 1-8 DNA 的 次 解 曲线 以 及 备 段 洲 度 泛 ， 特 别 是 用 于 变性 动力 学 的 研究 。 然 而 
范围 内 DNA 可 能 采取 的 构 型 高 温 可 能 引起 磷酸 二 栈 键 的 断 型 ， 得 到 长 
短 不 一 的 单 链 DNA ,而 就 变 福 方法 则 没有 这 个 缺点 ,在 PHI1.3 时 ,全 部 每 键 都 被 淘 汶 ,DNA 
完全 变 成 单 链 的 变性 DNA。 在 制备 单 链 DNA 时 ,优先 采取 这 种 方法 。 要 维持 单 链 状 态 ， 或 
者 保持 PH AF 11,3, 或 者 盐 浓 低 于 0. 0lmol/L, ARR EE IRIE nt. M TARE AST ALE 
Fy HY EREDE SE» Ee PE FE Bk Pe 


=E # 
EAREN DNA 需要 下 浏 条 件 才能 复 性 ，(1) BEEKA NRE RS N 


力 ; 常 用 的 盐 浓 度 为 0.15 至 0.50mol/L 的 NaGly(2) 有 足够 高 的 温度 以 破坏 无 规则 的 链 内 氧 刍 ， 
ELTERE NTE AL ZT A SHER A Ta 你 20 一 25Y RB, 


ee 


260 nm 相对 光 吸 收 


1.00 


复 性 机 制 ” 复 和 性 六 不 是 两 条 单 链 重 新 织 绕 这 翌 的 简单 过 程 。 它 首先 从 单 链 分 子 的 无 规则 
A aT A A A BE ESL. 5 DNA 的 浓度 , 溶液 的 温度 和 离子 强度 有 关 。 有 了 时 
Pie AR ROD RE A RAE, EA RKG PER AERE ERK 
部 分 碱 基 都 不 能 互补 。 这 样 的 磁 塘 可 能 多 次 发 生 , 但 所 形成 的 氨 健 都 是 短命 的 ,很 快 会 被 分 子 
的 热 运动 所 总 解 。 只 有 当 应 该 配对 的 一 部 分 碱 基 相 互 草 近 时 ， 一 般 认 为 需要 10~20 个 碱 基 
X FUARA GC 欧 节 段 首先 形成 所 键 ， 产 革 一 个 或 几 个 ) 双 册 旋 核心 (这 一 步 叫 威 核 作 
用 ,nuoleation) ;然后 ,两 条 单 链 的 其 余部 分 就 会 像 拉 拉链 那样 迅速 形成 双 螺 族 铺 攀 (这 一 步 
叫做 拉 拉 链 作用 ，zippering)。 亲 此 , 复 性 过 程 的 限制 性 因素 乃 是 分 子 磁 撞 过 程 ; 大 部 分 变性 
但 还 没有 完全 变性 的 DNA 会 迅速 地 复 性 ， 也 就 是 因为 这 一 过 程 中 不 大 需要 这 桩 一 个 三 挤 过 
程 。 完 全 变性 DNA 一 般 需 要 几 个 小 时 才能 复 人 性 。 需 要 注意 ， 复 性 DNA 分 子 不 一 定 是 原 有 
的 一 对 互补 链 ,可 以 说 ,大 部 分 蓝 性 DNA 分 子 都 不 是 原配 的 。 

三 .条 Z 

EEEH DNA 中 ,如 时 两 条 链 来 源 不 同 ， 就 叫 散 杂交 分 子 。DNA 杂 痰 技术 可 以 用 来 检 
验 DNA 网 缺失 , 播 入 ,还 可 以 用 来 考察 不 辐 竺 物种 类 在 DNA 分 子 中 的 共同 序列 和 不 同 的 序 
列 以 确定 它们 在 进化 中 的 关系 。 这 样 生成 的 DNA 杂交 分 子 常 称 为 异 源 双 链 DNA (hsterodu~ 
Plexes)。 这 一 技术 是 将 复 人 性 方法 和 电子 显微镜 方法 结合 在 一 起 。 

DNA 和 DNA 杂交 技术 以 及 DNA 和 RNA 淋 交 技术 在 核酸 技术 中 占有 十 分 重要 的 地 
fie HEA JR BLE AE WT HES OA A a TB HE DNA ,而 不 能 镇 合 双 链 DNA 和 RNA， 


具体 操作 步 村 请 读者 参 老头 文献 。 

m, Cot 曲线 

DNA 复 件 是 一 种 双 和 分子 二 级 反应 , 单 链 消 失 的 速度 可 用 下 面 公式 才 示 ， 

aC -kop 
-= 

其 中 0 为 单 链 DNA 的 浓度 ,单位 是 每 升 的 核 若 酸 摩尔 数 ;t 是 时 间 , 单 位 为 秘 ;k 是 二 级 反应 
WH, 单位 是 升 /mole 秒 , k 值 取决 于 阳离子 浓度 , 温度 ,片断 大 小 和 DNA ATRAN EA 
+E (sequence complexity of the DNA population), 上 桓公 式 可 以 重 排 为 ~ 他 7 O _ kat, 当 


$4=0 时 ,C=0o, 将 上 式 积分 ，- C kt, Bly ~ go kts TERROS IOT” 


在 上 式 中 , 当 t=0 时 ,0= 06。, 表 表 所 有 的 DNA 都 是 单 链 。Co DNA 的 总 浓度 。 
复 性 的 分 数 C/0o。 是 起 给 浓度 和 经 过 时 闻 的 乘积 Cot 的 西数 ， 这 样 的 函数 可 以 绘 成 下 面 


的 图 , 称 为 Cot 曲线 。 24 C/Co= 计时 的 Oot 值 定义 为 Cots, HE Ooty= 。 


ARMM DNA 的 Coty ETI TRS k (HK TTA, DNA 分 子 序列 的 复杂 性 
影响 上 值 。DNA 分 子 序列 的 复杂 性 X AELA BR a. 
(ig ATATAT...), it X NA 2,(ATCO), HX 值 为 4, 没 有 重复 序列 的 含有 10° ER 
的 DNA 分 子 的 值 为 105。 

在 DNA 总 演 度 (以 核 背 酸 为 单位 ) 相 同 的 情况 下 , 生 斯 赵 短 ,片断 浓度 就 越 高 复 性 所 需 的 


vile 


AN by WAIE Coty WRA BNG X A Coby 的 关系 是 X= KOotg, Meh, HOTA K 
TRE BL ROE RAE, FEA GD, 在 通常 使 用 的 标准 状况 下 (0.18 当 最 的 阳 讽 耶 ， 肯 
电大 小 400 ARED ,区 5X 10°C x BAP MERI A molex 4), BTA LAR F, A55% 
10° Cob; CHER S 


1.0 poms 


£ 
Co 
bs 
0.0 
oon a1 1 1 100 
Cot «HEHE xM f 
图 1-9 Cot hek 
不 同 榴 种 的 核酸 的 Oot HARTE 1-10 
eee 


103 104 ży 108 
tet He pti 
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i f u E jtur ME : cull: 
be wee 10 10t yi iget 0.1 i 1@ 100 1000 10.000 
CEPET EE 
快 《 - 一 = >ë 
图 1-10 不 同 物 各 核酸 的 Cot 前 线 g 
图 1-10 表明 ,Cot# 是 与 基因 组 的 大 小 成 正比 的 。 其 中 polyU+polyA, HX EXI 
ERIO ATAR HR; M82 是 RNA 噬菌体 ,04 为 DNA WHH, 生 的 DNA BEE 
复 序列 。 每 个 蒜 因 组 的 天 小 用 箭头 示 于 图 的 上 方 ， 


lže 


第 七 节 DNA 二 级 结构 网 多 形 性 (Polymorphism) +~ 


1953 年 Watson 和 Crick 提出 的 DNA 右手 双 螺 旅 模型 基本 上 相当 于 BH, BEA 
ERRER DNA 溶液 拍 成 纤维 ， 然 后 在 92% KARETE X 光 衍射 测定 出 来 的 。 
KEW LATE DNA 确实 是 采取 B 构象， 细胞 中 含有 头 且 的 水 分 ， ae 
DNA 也 基 主要 采取 BWR. Ril, 细胞 并 不 臣 均 一 的 溶液 ,而 且 细 胞 中 的 DNA 常常 与 
质 紧密 结合 , 在 某 些 区 域 发 生 构 象 上 的 政变 是 完全 有 可 能 的 。 除 了 上 述 的 卫 WAS, ioe 
RUT A 构象 .C 构象 .D HAME HAS AT ORRBAU RAT REN ZR. 

A WREE Nat, K* 或 st 作为 反 离子 时 将 DNA AME 75% 的 相对 湿度 下 进行 
X-H Eki DNA-RNA RAAT, RNA-RNA 双 链 结构 均 采取 AHR, 0H 
KEY Lit ARATE 66% 的 想 对 混 度 下 测定 出 来 的 ， 双 螺旋 直径 与 B AK RA 


IÅ), 而 每 加 螺旋 的 研 慧 对 数 为 al RAATERAHEMEAS CO 型 DNA 的 存在 。 


D 构象 和 E 构象 仅 适用 于 缺少 G—O 对 的 DNA AF EEEE AA 8 mi, 


人 工 组 建 的 poly(dA)、poly(dT) 仍 然 是 B 构象 ， ERINDRER, SRT HERE 
RAR RED. a 

1979 Æ, A.H.—J.Wang 等 人 用 
X ERNE ARK d(CpGpOpGp 
OpG) 单 晶 的 结构 进行 研究 。 出 人 预料 
HAM, 这 种 六 全体 的 构象 既 不 是 B 型 ， 
也 不 是 A 过 ,而 是 一 种 全 新 的 左手 双 螺 
RHR, Wi 2 构象 ， 之 所 以 命名 为 Z 
型 ,是 因为 其 脱氧 核 镍 -磷酸 骨架 按 之 字 
形 (zig-zag) 路 径 从 一 端 伸 向 另 一 端 。 

下 面 ， 我们 比较 一 下 B-DNA, A- 
DNA (包括 DNA-RNA 杂交 分 子 ) 和 
Z-DNA 的 结构 特征 。 

B-DNA: 右手 双 股 螺旋 ， AERE 
LOA PREM EMA REAA, F 
PMA ELT 84k W 
AMA 2°, 碱 基 平面 基本 上 与 螺旋 轴 
SSW, 泥 旋 轴 穿 过 碱 基 对 ， 大 沟 宽 而 略 
R, ETRE, B-DNA 结构 见 图 
1-11, 

A-DNA， EFIRI ERE 
10.9 PREX, BEMAN 33°; WE 
32Å, GARE I H RYE ERAY N 
2.0Å RERNI ALY Ry Y BWin B-DNA 模式 图 


3 13w 


旋 轴 悉 直 , 曼 旋 轴 不 穿 过 碱 基 对 ,而 是 位 于 天 海中 , 破 基 对 在 小 沟 中 轩 绕 着 螺旋 负 ,形成 中 空 结 
构 }! 小 沟 宽 而 浅 , 大 沟 极 深 ， PRUEBE S DA MR ME AE E AE BRER F EDAN TAE BEERE A-DNA 
结构 见 图 1-12, 


图 1-13 A-DNA 模式 图 


Z-DNA :左手 双 股 早 旋 ; 每 轿 螺 旋 12 个 大 基 对 ,螺旋 扭 角 为 - 51 (0—0 M- 9° (0—0); 
SN AGA, 每 个 碱 基 对 的 螺旋 上 升值 为 38.54 CGO) 14.1A(C—G), WEAH, WE 
平面 不 与 澡 施 轴 生 家, 媒 施 轴 不 罕 过 大 基 对 ,而 是 位 于 小 沟 中 ,大 沟 已 不 复 存 在 ， ATR, 
本 Z—DNA 结构 见 图 1-13, 


中 超 着 关键 的 作用 。 
zi ERNES APRIRE NART RERE 
SAARNA DNA 的 迁 伟 信息 的 。 这 些 潜在 的 毛 原 半 供 体 和 受 体 在 医 1-I4 中 以 带 星 号 字 
译 表 示 。 上 从 图 中 可 以 看 由, 大 沟 和 小 沟 中 这 些 得 原子 的 供 体 和 受 体 及 其 排列 是 不 同 的 ;在 大 沟 
中 ,G 一 0 对 是 a 一 a 一 d 或 4 一 8 一 4; 而 A 一 了 对 为 a 一 0 一 8 在 小 淘 中 ,G 一 0 对 是 a—d—e, 
而 AT 对 为 a 一 一 8(a ARRAI, d 表示 人 殿 气 居 )。 由 此 可 见 ， 大 沟 携带 的 信息 要 比 小 淘 
多 。 除 此 以 外 , 沟 的 宽窄 和 深浅 出 直接 影响 到 调 挤 蛋 襄 质 对 DNA 信息 的 识别 i; 侧 如 在 2-DNA 
中 ,小 沟 狭 而 次 ,大 沟 消 失 ， 碱 基 对 富 于 信息 的 一 巡 在 大 沟 位 置 暴露 于 电 旋 表面 。 可 见 调控 蛋 


elhe 


自 质 对 Z-DNA 信息 的 识别 方式 与 对 B-DNA 信息 的 识别 方式 是 不 相同 的 对 于 A-DNA (44, 
括 DNA-RNA 杂 交 双 链 ,RNA-RNA WHE) HEU APS ARLE, MERE AD PY — RRS, He 
可 网， 调控 蛋白 质 对 A-DNA REM RRAT B-DNA, DARRA B-DNAG 
Z-DNA 的 差异 还 要 大 , 走 管 &-DNA 和 B-DNA RG EMME Z-DNA 为 左手 双 螺 旋 。 


N= c 
下 和 N—HIMIlIO \ 
/ 
He 
ay 
图 1-13 Z-DNA 的 空间 充填 模型 1-14 ”大 沟 和 小 沟 中 洪 在 的 各 原子 
以 及 胞 效 喧 的 5- 甲 基 对 Z-DNA 供 体 和 受 体 ( 带 星 号 字母 ) 


构象 的 稳定 作用 


沟 的 深 与 浅 主 要 决定 于 螺旋 轴 的 位 置 ,而 沟 的 宽 窑 主要 决定 于 两 个 猪 背 镍 (CN FD 
碱 基 对 的 相对 位 置 和 辖 背 键 的 顺 反 构象 ( 较 1-15)。 关 于 螺旋 轴 决 定 沟 的 深浅 , 其 道理 是 显 而 
易 克 的。 螺旋 轴 在 哪个 沟 中 ， 哪 个 沟 就 深 。 两 个 糙 背 链 与 破 基 对 的 相对 位 置 决 定 了 大 沟 和 小 
沟 ,前 面 已 经 讲 过 。 在 B-DNA, A-DNA 等 右手 双 甸 旋 构 型 中 ， 局 背 键 均 为 吧 式 构象 。 而 在 
Z-DNA 中 , REE RM AR (anti), TESA RM MRA syn). E 
GBR A BZ EDL ARE RIESE, AR SK AR ym AY R 2 ERER EN EE 
WEES AE, AES. SR TE Z-DNA F Re LSE NN AAN, 
TES EAE Le. BORE A a EAEAN, AT 
ASAE KEREN, MT Z-DNA 的 主 链 采 取 之 字形 的 路 径 。 从 一 个 
BT SAPS FPR LE A A AARET 
SERENE ERED] F— MEET, Lg Oe AT, SP a, 
虽然 Z-DNA 左手 双 螺 族 一 周 有 12 个 碱 基 对 ,但 形式 上 只 有 6 个 重复 单位 ,每 个 重复 单位 是 现 
个 碱 革 对 。 

a 


03° 


C5! 
FA I-18 三 种 DNA BRE RAUL Z-DNA pE Bt 

TES ATA DNA tH BRT B-DNA 2 Sh ARS] AGE E BYERS Z-DNA 了 。 早 在 1972 年 ， 
Pohl 等 就 发 现 , 当 NaOl 波 度 让 过 2mol/L 或 MgOl 淡 度 超过 9.7mol/L 时 ,poly (dQ 一 dC) 
洲 液 的 旋 兴 性 改变 符号 后 求 , 丰 . 百 .-J, Wang 等 对 d(COpGpCpGpCpGD) 的 童 晶 体 进行 X- 
衍 昧 分析 ,得 出 Z AR ARANE, PA poly (dG-dO) A Ze, MES Ee E 

se poe dey mat oie AGAGA CAC 可 

A, RER AL ORT AL HEL, tn TATGTGTG 等 , 甚至 是 AT 的 交替 排列 , 在 一 定 的 条 
件 下 ,都 可 能 出 现 名 WR, ARKE DNA 和 分子 中 ， 划 果 有 一 段 嘎 叭 - 喀 院 交替 排列 的 顺序 ， 
PARI: 


wy 


QT OTT wen 
CAGAA» 


“PGATCOGCGCago 

bese ACTAGGOGCaCE 

在 2mol/L NaCl, ie TUR Z 区 人 人 ft kA SR 

SSeS REA TEER RMT AS. LAA TERR IZ 

字形 ,这 个 转变 机 制 3 ee over), 殉 图 1-16。 这 种 转变 过 程 并 非 是 单一 的 由 
5° 3° 3! 


3° 5! 3! 
图 i-1s BUR TR 
“ale 


一 个 方向 转 到 另 一 方向 ,而 是 其 有 一- 系列 复杂 的 中 间 过 程 。 在 生理 状态 下 ,B-DNA, 人 ADNA， 
Z-DNA 可 能 处 在 一 个 动 厅 平衡 状态 之 下 。 Pohl 等 人 测量 不 同 趟 浓度 下 poly 《duG 一 a0) 的 
CD 潜 就 表明 了 B-DNA 与 Z-DNA 的 相互 转变 是 有 中间 过 程 ( 图 1-17) 

A.H.-J. Wang 在 低 盐 溶液 中 测量 ， 
CACAO OD i 3° JA Z-DNA 存 
WEARS AMSA Z-DNA, 人们 
认为 ， 即 重 在 溶液 状态 时 也 会 有 少量 难以 
测量 出 来 的 Z-DNA 存在 ,然后 以 此 为 核 
DÉR Z-DNA 结晶 。 

iM. Lafer 等 人 对 Z-DNA 抗体 的 
BR, MY DNA 分 子 中 确实 存在 
ZERO. Z-DNA 具有 很 强 的 免 
FRIE, 这 与 B-DNA 明显 不 同 ,B-DNA 
没有 免疫 原 性 ,用 通常 的 方法 很 难得 到 B- 
DNA 的 抗体 。 沙 将 三 分 之 一 以 上 的 鸟 哇 
叭 的 C8 Wik, 则 能 使 poly (dG-40) 稳 定 。 图 二 17 不 同 NaCl 波 庆 下 boly(dG-dC)? NCD iF 
于 名 构象 。 这 是 因为 用 较 大 的 澳 厌 子 取代 了 08 LHAT KET SEO RT RMA, 
OD 谱 测 基 吉明 ,这 样 漠 化 的 poly(aG-aC) 在 低 盐 波 度 下 与 没有 省 化 的 Poly(dG-aO) 在 4mol/E 
NaOl 时 表现 出 相同 的 GD W KARRA poly(dG-d0) 注射 到 免 子 或 小 鼠 体 内 即 可 产生 高 浓 
KER Z-DNA Fel, BOP AE AREY E0- 2mol/L NaO 时 与 省 化 的 poly (4Gi-40) 结 合 而 沉淀 ， 
在 1.5mol/L NaOl 时 ,可 与 Cs 甲 基 化 的 poly (dG-d0) 结合 ;具有 在 4mol/L NaCl 时 才能 
与 未 经 修饰 前 poly(dG-aO) 结合 , 面 对 于 提纯 的 召 ,coli DNA，, 在 任何 盐 浓度 下 都 不 能 与 妇 
DNA 学 体 铺 合 。 这 充分 说 明 Z-DNA 抗体 的 专 一 竹 。 人 们 用 间接 免 将 -电子 显微镜 术 观 察 某 
Mash eRe ee eA Z-DNA 抗体 主要 结合 子 带 间 区 ( 即 亮 带 )。 

(LBA EER He BERL, Z-DNA 是 不 可 能 稳定 存在 的 ,其 幸 要 原 困 是 两 条 主 链 上 带 负 电荷 
(eRe A A Ie ER. A MS BLE B-DNA 向 Z-DNA 转 
VHRR: 

(1) ERDE Os 的 甲 基 化 。1981 年 Behe SAB, ink Os 的 甲 基 化 合 poly (dG-40C) 
在 生理 盐 浓 庶 下 就 稳定 地 采取 马 物象 ,其 原因 是 甲 基 周 辕 形 成 一 个 局 部 的 增 术 区 域 ， 有 利于 
艺 -DNA 的 稳定 * 而 对 于 B-DNA, 这 一 甲 基 化 的 棋 水 区 域 售 到 大 询 中 ,反而 不 利于 B-DNA BS 
定 ,促使 B-DNA 向 Z-DNA 的 转变 。 币 碍 真 柜 生 物 中 确实 存在 闭 CG APR) Ha EBE Os E 
基 化 的 现象 ， 人 们 还 发 现 ， 甲 基 化 程度 不 高 ， 基 因 转 录 活 性 越 低 ， 而 去 甲 基 化 到 与 转录 激活 
HRA. 

(2) HATHA. DF A Ee eR JA BL, AAC KREE E 
排斥 作用 。Mg* 比 Nat BAe, ARADO, RADEN. EA 
有 多 胶 化 合 物 的 存在 。 

(3) Z-DNA WARA: Z-DNA 抗体 是 第 一 个 被 证 明 有 有 稳定 Z-DNA 作用 的 蛋白 质 , 它 
W Ditch F fede B-DNA [fg Z-DNA 的 转变 其 机 人 制 可 能 就 是 上 文 记述 的 翻 板 机 制 。 
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1982 Æ, Nordheim 等 人 应 用 Z-DNA 亲 和 层 析 柱 分 离 出 许多 能 结合 于 Z-DNA 但 不 能 结合 
于 B-DNA HEA, BURSA RY-N, CMBR AA MR BAMA SIE 
定 。 

{4) HERE. BPA) DNA BAS ee. MUA DNA Jade RE DNA 
HARER, ARE Ey Z-DNA 抗体 的 结合 情况 。 利用 质粒 将 poly (4G-a0) 插入 其 
中 ,只 有 存在 负 超 蜡 旋 时 ,才能 与 Z-DNA 抗体 结合 。 BOR PBR322 具有 一 段 14 个 碱 基 对 的 
哩 岭 - 哮 蛙 实 兰 排列 区 (只 有 一 个 磊 基 对 例外 )* 通 过 抗体 结合 试验 ,表明 它 确实 采取 乙 构 象 。 这 
是 第 一 个 探 明 顺序 的 天 热 Z-DNA 片段 。 其 序列 是 1448DAOGGYGTGOGOATG1468， 其 中 
G* 为 不 符合 腐 啶 - 闸 叭 交 若 排列 规律 的 一 个 硕 基 对 ,人 人们 还 发 现 晃 齿 动物 的 微小 病毒 (bar70- 
Yirus) 的 DNA SABIE C-G EAM AH, CAR RAR. 

上 述 作 用 方式 中 ， AARAA T BA m iy Bg ACRE (allosteric effect), DNA 大 
分 子 是 否 也 存在 善 别 移 效 应 ， 其 效应 物 (effector) 是 付 么 以 及 如 何 调 节 ， 都 有 竺 进一步 研 

除了 Z-DNA 以 外 ,是否 还 育 在 着 其 他 类 型 的 左手 双 螺 旋 DNA Er 通过 Brahms 等 人 
xt V 形 DNA 的 研究 ,看 来 似乎 具有 Z-DNA 一 种 左手 双 螺 旋 移 象 。 

附带 说 一 下 ， 为 什么 RNA-RNA 双 链 和 RNA-DNA 杂交 分 于 都 只 能 采取 A 构象 而 不 
能 采取 B 构象 呢 ? 这 是 因为 RNA 的 核糖 2-OH 的 存在 ,使 之 不 能 适应 BPR, 否则 它 将 
SHER PRR RALNA TET RRA ERA EER CB 1-18), 
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1~18 RNA £404 2/-OH 在 B 构象 中 造成 的 不 安定 状态 


h TR a 


第 八 节 DNA Phy Se Be TER! 980.31 


上 上述 三 逢 主要 类 型 的 DNA, Ep A-DNA, B-DNA, Z-DNA ,都 不 是 只 代 站 单一 的 物象, 而 
是 代表 了 一 组 相关 的 构象 。 这 样 一 组 相关 的 构象 可 以 称 为 构象 家 族 (comformational 
family), Bia DNA 分 析 技术 出 DNA 纤维 的 X AN RIBS DNA 的 X 光 衍 射 , 人 
们 能 够 探知 DNA 构象 的 局 部 变化 。 用 DNA 纤维 进行 A ARAE a ee 
象 的 平均 值 , 用 DNA 单 晶 进行 X 光 衍射 ,得 出 的 构象 家 族 的 平均 信 忆 差不多 , 这 并 不 使 人 惊 
讶 。 使 人 惊讶 的 是 这 些 数值 前 变化 范围 ， 例 如 每 个 碱 基 对 的 昭 旋 握 角 对 于 B-DNA 为 328 一 
42°, 对 于 A-DNA 为 16~ 44*， 为 什么 会 发 从 这 样 的 变化 范围 呢 ? SE AE a h 
两 个 斑 基 的 螺旋 柴 必 转 效 应 (propeller twist), PE DNA 纤维 进行 X 光 衡 射 的 研究 中 , 基 
本 上 忽视 了 螺旋 某 效 应 。 

所 谓 螺旋 浆 担 转 就 是 一 个 碱 基 对 中 的 两 个 碱 基 并 不 处 于 同一 平面 中 ， 而 是 两 个 碱 基 平面 
相对 碱 基 的 长 轴 各 自 向 惹 相反 的 方向 招 转 。 如 来 党 着 研 臣 对 的 长 贺 看 兴 ， 僻 近 的 一 个 破 基 总 
是 闫 时 针 方 向 捏 转 。 这 样 , 螺 旋 兹 扭 角 也 总 是 定义 为 正 值 (图 1-19), A-DNA 215°, B-DNA 
为 12 个别 情 况 下 可 以 低 至 3"， 高 至 25°。 


1-19 BAER Ae 


Wet A FA Fr AT Se E A RA Z gS 
BAEZ MIS RABUN A, IRA TAPRE Fe LB OR AE 
DEDE, PE TAR ECAR AR AR MEE EIE, CoA EMT RA UE 
TE BRE SR REAL BI TE (HL, ODRI ALA aE FERE PREZ 
TA MA DNA 的 碱 基 序 列 不 同 , GRUP SR A AGAPARER LTS. aR NR- 
PGB ML I AGA A ETEK — OM s HLA Ue I PRS UE A AN 
便 , 且 小 沟 托 辐 状 况 更 为 严重 (图 1-20)。 据 Calladine H, AERAR EKN 
效应 的 两 借 。 ; 

解数 这 种 构 型 上 交 危 机， 最 简单 的 方式 是 压缩 相 邻 二 较 蔡 酸 对 中 一 个 碱 村 对 或 两 个 隋 茹 
六 的 蝇 施 染 拍 转 ,但 从 实际 的 空间 构 银 上 来 说 ,采取 其 仙 两 种 方式 更 为 容易 些 。 第 一 种 方式 是 
增加 抵 牺 部 位 的 大 基 对 平 而 转角 (简称 宏基 转角 ，base roll angle), 尽管 酸 基 对 的 网 个 陀 基 
尝 面 之 间 诊 鲁 施 沫 所 转 ,但 人 们 还 是 拒 硕 基 对 看 成 一 个 整体 ,通过 研 基 对 的 长 胃 取 例 个 碱 基于 
HZ AE ERE A. EZR RE. Jn 
BERARDI, MERA Es WOR ARIAT, MEA 
HSA REY IME, SBI WEER AIEK RE PSE ne BOE 
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Sesh WDE He a) eA KE, FTE A, MERRIA REKATA NIER ER 
HEIRE 1-21)。 甸 一 种 解救 方式 是 减少 崇 旋 招 角 (helieal twist angle), AH RAGING 
还 十 小 沟 抵 连 , 其 结果 都 是 降低 坚 旋 扭 角 ,只 是 小 淘 抵 情 引 起 螺旋 握 角 降低 的 数值 是 大 沟 抵 属 
Wii. 根据 Calladine 的 计算 方法 ， 人 们 可 以 比较 精确 地 预测 两 种 右手 双 曙 旋 结 拘 的 破 基 
Sei), BELA RPE AA Sk ME ESA. RA Beh) Be AS, Pe el 
Euwe., WHS HER DNA HRORRERRES LMA T E 1-2, 


B 三 种 主要 DNA 狗 型 的 量 旋 参数 (括号 内 的 两 组 数值 为 实 原 观察 到 的 变化 范围 


A-DNA B-DNA Z-DNA 
| een Bente atl bene eS ene 
F 性 E + ' E 
Sa | Beo | Eei | TAS 
HERRAR ME 10.9 10.0 12.0 
CO D aoso | seso seks 2266-0) 
A ama angle) [ Tikra | eo i ene 
EFRR a rago) | 15.4£6.2 ! ae 4442.8 
BRRAO + 5.84.7 | 一 1.0 上 5.5 3.442.1 


(base roll angle) 


第 九 节 DNA QR Aage 
BM 1965 年 Vinograd ARMA MIY SE DNA KERELE, MEANE MK 
So BG ite ae Le th bt Pf Coovalently closed cizole) WFE COO 公子。 3 TR BE PAR} 
学 再 度 曼 旋 化 成 为 超 (superhelix 3% supercoil), 如 图 1-22 氛 示 。 有 些 单 链 环 形 染 


生体 ( 姐 史 X cen, (msn ma ,在 其 生活 周期 的 基 一 阶段 ,也 上 必须 将 其 染 


色 体 变 为 超 螺 旋 形 式 。 帮 于 真 核 企 物 来 说 ,虽然 其 染色 体 多 为 线形 分 子 ,但 其 DNA BNA 
RANE WS ALE 


DNA PRAM Loop) BiH, SULT OOO AF ARAA, 
BRER. >` > 


A 


图 1-22 DNA 分 子 的 超 螺旋 


超 螺旋 是 有 方向 的 ,月 正 超 螺旋 和 负 超 螺 旋 西 种 。 为 了 说 明 超 亏 旋 的 方向 ,我 们 可 以 用 一 
根 纳 强 做 下 述 实 验 。 谅 米 的 绳子 的 两 股 以 右 话 方 向 缠绕 。 如 果 在 一 端 使 绳子 向 紧 缠 方向 
(orerinding #4, TETE, M MAp EEA E DL FER 

i ED A TE E He SRE T RA 9 Canderwinding) 


1540, RP OER. WAF E poo BE aT DEBR Pb JT a ED ERE E 
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这 样 的 趟 螺旋 叫做 负 超 贮 旋 。 对 于 右手 曼 旋 DNA She, WR ae ee he pR E e 

peiin -o E AGTTS E ERIE EE A PAE 
REA EBA TF 10.5, WH Re ATHARE HET Ey ae EE 
BET Ui, RIE He BS ER ERA A R R o 

可 以 用 以 下 的 术语 描写 DNA WIERA: 

(1) Vinograd WH, Vinograd 等 人 对 对 闭 芍 双 链 环 状 DNA 分 子 的 螺旋 性 质 进 行 研 
究 。 认 为 DNA 超 螺 旋 是 与 它 的 切 级 螺旋 密切 相关 的 。 这 个 关系 可 以 用 如 下 公式 者 示 : a= 
Atr, 其 中 a 称 为 拓扑 缠绕 数 (topological winding number), 2 yw EN BAR, + 为 
Be me. 

(2) 带子 模型 (ribbon model), White 差不多 让 同时 (1969 年 ) 对 于 封闭 的 带子 Cclosed 
ribbon) 进行 微分 几何 学 的 研究 , BE MF AR Twr, Rep L, 称 为 链 环 数 
(inking numbery， 即 带子 两 个 边缘 相交 的 次 数 ,对 于 DNA 分 子 来 说 ， 即 为 西 条 链 咎 交 的 
BER, JBE, BAP Me DNA He Hee My EK, Tw 称 为 缠绕 数 (twisting 
number), HF DNA ATRAN A- SRE SE A — 2 EE E,W 为 
WBE Sh hh — BEI, GIR (1971 2B) Puller #2 Am writhing number), ERATA 
旋 分 子 在 空间 上 相对 于 双 螺 旋 朝 心 的 扭曲 ， 在 直观 上 等 于 趟 螺旋 数目 。 带 子 模型 失 供 了 一 个 
PHBE DNA 征 质 的 方 活 , 其 数学 概 坊 也 更 为 严密 。 一 个 封闭 的 环 状 双 链 DNA 分 予 ， 当 
其 主 链 的 共 价 键 不 发 生 断 裂 时 ， 它 的 L 值 是 不 会 改变 的 ， 但 其 Pw A Wr 却 是 可 以 改变 
的 。 同 样 ， 当 一 个 DNA 分 子 受 到 一 个 外 加 的 断裂 - 理 连 接 作 用 如 拓 赴 蜡 构 酶 的 作用 而 瑟 导 
发 生 改 变 时 ， 这 一 改变 可 以 归 结 为 Tw a We 什 的 政变 或 二 者 共同 改变 的 结果 ， 写 
成 公式 就 是 AL, =APwt AWT, 

由 于 oc=+7 A L,=Twt Wr 两 个 方程 式 形式 相同 , BAFE ARAA BS Tw 
Ez 与 Wr 相同 。 实 际 上 , 在 上 述 两 个 方程 式 中 ,a 和 工 , 的 确 是 相同 的 ,是 可 以 互 换 的 ! 但 
基 6 不 一 定 等 于 Tw, 也 不 一 定 等 于 We, BA Tw A Wr 均 为 变量 ,而 8 实际 上 为 常量 
9， 即 封闭 的 环形 DNA 分 于 处 于 松弛 状态 (relaxed form) 时 的 链 环 数 。 实 际 上 ，VYinograd 
方程 是 把 超 螺 旋 定 义 为 链 环 获 之 差 , 即 =a- wz， 这 一 公式 的 重要 人 性 在 于 使 超 螺旋 数 可 以 通 
过 实验 进行 测定 ， 尽 管 Tw 和 Wr 在 数学 定义 上 严格 ， 在 理解 DNA BER WA, 但 
迄今 为 止 人 们 还 是 无 法 从 实验 上 直接 测定 Pw 和 Wr 的 数值 , 由 于 使 oo 信 增 加 工 的 碱 基 对 
eo 可 以 用 多 种 方法 测定 出 来 ， 因此 任何 一 个 DNA 务 子 的 mm 都 可 以 计算 出 来 即 =f 
ho (na 为 总 的 碱 基 对 数 )。 对 于 典型 的 核 攻 酸 序列 ,在 生理 条 件 下 , ho 值 大 约 为 10.5 ME, 
这 里 条 件 龙 很 重要 的 。 上 文 已 经 说 过 ,只 要 DNA 和 分子 的 宇 链 的 共 价 键 没有 断裂 ，Zas(e) 值 就 
不 会 改变 。 也 就 是 说 ，Zx 是 拓扑 学 上 不 变 的 数值 。 然 而 or 并 不 是 拓扑 学 上 不 变数 值 ， 因 为 
DNA 分 于 周围 条 件 变 化 ,h? 则 随 着 变化 ，oa 也 必然 扰 着 变化 。 也 就 是 说 ，DNA 分 子 在 一 种 
条 件 下 是 松 缉 形 式 ,而 在 其 他 不 同 的 条 件 下 航 不 一 定 是 松 邓 形式 ;不 需要 主 链 的 斯 裂 ,DNA 分 
子 就 可 以 采取 不 同 的 a 值 。 

Vinograd 还 引入 了 超 螺旋 密度 的 锋 念 ， 即 = */ap = (a~ a?) fo, 即 每 医 初 级 螺旋 的 超 
螺旋 数 , 这 一 数值 又 称 为 链 环 数 比 差 (specifio linking difference), 对 于 大 洛 数 生物 而 言 ， 
这 一 歼 值 都 大 约 为 - 0.05, 这 就 是 说 , 每 图 右手 初级 螺旋 结构 就 有 0.05 AERE 

SAE, TE RE Re, Be A. EI 
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以 想象 ， 引入 超 赂 旋 的 过 程 都 是 耗 能 的 过 牺 。 下 面 讲 拓 盾 蜡 构 酶 时 还 楼 讲 到 。 根 据 大 小 宰 同 
而 仅 仪 是 链 环 数 不 同 的 DNA 拓扑 异 构 体 的 致 耳 忒 受 分 布 就 可 以 计算 出 自由 能 AG. AGR 
基于 如 下 的 公式 ，AGh = (KAN)r2 R AG, = NKRio?, Hh N 为 DNA RIBS Fi ERT Re, 
而 K 和 K? WY DNA 大 小 ( 当 大 于 数 千 个 碱 基 对 了 时) 无 关 的 常数 ， 据 计算 ，K/HET =1100， 
K’/RT=10, 

由 上 面 我 们 可 以 奢 到 , 超 螺 旋 概 念 的 基本 要 点 是 ，' 

(1) BUR Be SbF BS Sa RRR 

D 与 松弛 形式 相 比 有 具有 额外 的 自由 能 。 这 两 点 实际 上 是 一 种 物理 状态 的 两 种 表现 。 所 
有 的 生物 的 DNA 都 具有 负 超 螺旋 , 它 与 许多 生命 过 程 密切 相关 。 

在 溶液 中 和 细胞 内 和 超 螺 旋 会 部 分 地 转变 为 单 链 泡 状 结构 ( 见 图 1-23), 这 种 单 链 泡 状 结 
构 也 是 解除 松 闵 作用 造成 的 肪 变 的 一 种 途径 。 要 解除 松 织 作 用 造 藉 的 胁 变 ， 改 变 每 圈 初 级 蜡 
施 的 碱 基 对 的 数目 从 热力 学 上 来 说 是 不 可 能 的 ， 造 成 一 个 或 几 个 天 的 单 链 区 域 从 热力 学 上 来 
说 也 是 不 利 的 ; 最 可 能 的 是 以 负 超 螺旋 为 主要 形式 ,一 小 部 分 为 单 链 光 状 铺 构 ,二 者 处 于 平衡 
RERE AT 的 闻 自 或 温度 升 高 ,都 有 利于 单 链 泡 状 结构 的 形成 。 因 此 , 由 于 双 链 DNA 的 
“呼吸 作用 ?。 其 负 超 焰 旋 的 链 环 数 也 会 有 所 波动 .这样 ,在 任何 时 刻 , 负 超 螺 旋 DNA 中 单 链 部 
分 的 比重 比 其 他 任何 双 链 形式 DNA 都 要 天。 在 有 蛋白 质 分 子 与 单 链 DNA 结合 时 ， 则 单 链 
泡 状 结构 较为 稳定 .这 种 单 链 泡 状 结构 ,对 于 DNA 复制 ,基因 的 转录 以 及 DNA 重组 等 过 程 的 
起 始 起 重要 作用 。 这 也 许 就 是 为 什么 在 生物 内 DNA 总 大 采取 负 超 螺旋 形式 的 主要 原因 。 


富 言 AT 
Ai-23 负 超 巢 旋 和 单 链 泡 状 缚 神 的 转变 。 如 果 在 单 链 泡 状 区 域 存 在 着 
反 向 重复 序列 ,还 有 可 能 形成 较为 稳定 的 十 字 结 构 。 

窑 真 核 生物 中 ,DNA 与 组 蛋白 质 八 聚 体 形成 核 小 体 结构 ， 同 样 也 存在 着 负 超 混 旋 。 但 这 
种 负 超 螺旋 与 在 溶液 中 的 负 超 螺旋 的 .存在 形式 不 同 , 手 性 亦 不 相同 。 这 将 在 下 一 剖 讲 
述 。 

DNA 超 螺 旋 是 如 何 产生 的 呢 ? 所 有 的 DNA 超 螺 旋 都 是 由 DIVA 拓扑 异 构 酶 产生 的 。 
在 原核 生物 中 , 负 超 曼 旋 主要 由 DNA 旋转 酶 (CDNA gyrase) 3 ARN BEM MER RA 
TH, RHEE A ATP 以 提供 能 量 。 在 缺乏 ATP 时 , DNA 旋转 酶 也 可 使 负 超 螺旋 
松弛 ,但 巧 这 个 作用 与 超 螺 旋 化 作用 上 比较 起 来 要 低 10 倍 以 上 。 奈 核 细胞 中 ， 这 一 过 程 是 由 拓 
大 是 构 酶 工 和 共 他 的 拓扑 异 构 酶 工 米 负责 的 ， 在 真 核 纲 欧 中 ，DNA 的 钢 超 螺旋 则 主要 是 缆 
ERO RTM, 因为 DNA 在 组 蛋 据 八 聚 体外 而 总 绕 的 方向 有 利于 DNA 向 松 缠 方 向 转 
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变 。 在 核 小 体 组 装 过 程 中 ， 也 肯定 有 DNA HARMS. TERRE FRET 
扑 异 构 酶 1 和 拓扑 异 构 酵 工 。 

DNA 折 扑 吕 攀 酶 可 以 务 两 类 :一 类 叫 拓 扑 异 构 酶 T， 一 关 叫 拓扑 异 构 了 拉 才 异 构 酶 
I 催化 DNA 链 的 断裂 和 重新 连接 , 每 次 只 作用 于 一 条 链 , MEHER ERE, 
它们 不 需要 能 基辅 因子 如 ATP 或 NAD, E.coli DNA MIRARI Miko BA, AGB 
肝 DNA WP SHR I KWA- AE Gricking-closing enzyme), Tih ME 1 能 同 
KPR ERIE DNA 链 , 它 们 通常 需要 能 量 辅 因子 ATP, ERRAR IPLE IAA 
商 个 亚 类 ,一 个 亚 类 是 DNA 旋转 酶 (CDNA gyrase) ， 其 主要 功能 为 引入 负 超 螺旋 ,在 DNA 复 
制 中 起 二 分 重要 的 作用 。 启 今 为 止 , 只 有 在 原核 企 移 中 才 发 现 DNA 旋转 酶 ， 另 一 个 亚 类 是 鱼 
FBE DNA ( 包 撕 正 超 螺旋 和 负 超 螺 旋 ) 成 为 没有 超 螺 旋 的 松弛 形 世 (relaxed form), X 
一 反应 虽然 是 热力 学 上 有 利 的 方向 ,但 不 知道 为 件 么 它们 仍然 像 DNA 旋转 酶 一 样 需要 ATP， 
这 可 能 与 恢复 柄 的 物象 有 关 。 这 一 类 醋 在 原 核 生物 各 真 以 生物 中 都 有 发 现 。 现 将 如 ,co 的 
拓扑 异物 酶 齐 于 下 1-3, 


1-3 E.coli HHPRAM 


ooo 
名 # 4 B | 基 a! ESG aE fal mmmaiam | ABRA | IEAA 
Ila) m | topA 401 1! - 一 i = 
I (gyrase) a:f: gyrA gyrB | 195 2 + 
95 
gyrA gyrBr 105 - 
50 
z 75 一 
inpR | aL 一 


福 : O) 结构 一 栏 中 a, RIMMER, HARARE, 
(2) 含有 Tn3,7? SB RNY E cols tka Aa (resalsase). 
(3) 此 表 不 包括 E.coli MEATA EIA. 


DNA 拓 盾 异物 酶 能 催化 的 反应 很 多 , 这 里 只 能 作 简 单 儿 述 。DNA 拓扑 异 构 酶 工 对 单 链 
DNA 前 亲和力 要 比 双 链 高 得 多 ， 这 正 是 它 识别 负 超 螺旋 DNA 的 分 子 基础 ， 因 为 负 超 站 施 
DNA 常常 会 有 一 定 程度 的 单 链 区 。 MARR. DNA 拓扑 异 构 酶 工作 用 越 快 。 现 已 知道 
AE ky SS EE BO 左右 , 低 了 不 行 ,高 了 也 不 行 。 乍 物体 通过 拓扑 异 构 酶 工 和 工 的 
相反 作用 而 使 负 超 螺旋 法 到 一 个 稳定 状态 。 狐 已 发 狗 , 编 码 E. coli fahr I WAA topad 
发 朱 突 变 ， 则 会 引起 旋转 酶 基因 的 代 偿 人 竹 突变 否则, 负 超 螺旋 增高 ， 细胞 生活 能 力 降 低 。 拓 
超 异 构 酶 工作 用 的 碱 基 序列 特 红 性 不 高 ,但 切 点 一 定 在 Q 的 下 游 方 向 4 个 碱 基 ( 包 插口 本 身 ) 
的 位 置 。 在 将 DNA 单 链 切 断后 ， 扑 拓 异 构 酶 工 连接 于 切口 的 5 端 ， 并 贮藏 了 水 解 磷酸 二 本 
键 的 能 量 用 以 连接 切口 ,因而 拓扑 异 构 孙 工 的 作用 不 需 能 量 供应 。 此 外 , 灌 扑 异 构 酶 工 还 能 促 
进 两 个 单 链 环 的 复 狂 ,其 作用 是 解除 复 性 过 程 所 产生 前 链 环 数 的 负 值 压力 ,以 使 复 性 过 程 进 行 
到 底 。 如 果 在 同一 个 单 链 环 上 一 个 部 位 切断 ,而 使 男 一 部 位 绕 过 切 FSP AS Bee} 
(trefoil knot)。 如 果 有 两 个 双 链 环 , SO a, HO I T ES A 
的 一 条 链 切 断 ， 使 完整 的 双 链 环 套 进去 , 再 连接 起 来 面 成 为 环 连 体 分 于 (catenane)， 以 上 这 
三 种 反应 示 于 图 1~24。 新 扑 异 攀 覆 工 还 能 催化 其 他 反应 ， 这 将 在 复制 和 重组 的 机 制 小 再 
讲述 。 

a Bda 


图 1-24 HURT ROR BS 


KBR BQ LL (gyra RT SLA RE ASD BRA ERRI LE DNA 
环 连 体 和 成 结 分 子 的 能 力 。 工 类 拓扑 异 构 本 没有 碱 基 序 列 特 异 人 性， 它们 可 以 和 任何 相交 
的 两 对 双 链 DNA 结合 。DNA 旋转 醇 有 两 个 a WEARI 有 WH, a 亚 基 约 105 KDa, 为 
gyrA 基因 所 编码 ,具有 磷酸 二 婕 酶 活性 ， 可 为 装 啶 醒 酸 (nalidixie acid) wi. 8 EE 
95 KDa, 为 graB 基因 所 编码 ， 具 有 ATP 酶 活 任 ， 可 为 新 生 雷 素 (norobijooin) 所 抑制 。 这 
两 种 药物 均 可 抑制 野生 型 大 勇 杆菌 的 DNA 复制 。 可 见 DNA Se BY 召 .coti 的 复制 
所 不 可 缺少 的 。 在 切断 一 条 DNA RHR, 两 个 a 亚 基 各 结合 于 切口 的 一 个 中 m PERT 
ARORA. PUKE, Bg DNA 链 的 四 全 断 头 并 无 任意 旋转 
的 可 能 性 。 由 于 酶 的 别 构 效 应 ,使 完整 的 双 链 罕 过 切口 ,然后 再 量 新 形成 殉 酸 二 栈 庭 。B 亚 基 
的 功能 在 于 水 解 ATP 以 使 酶 分 子 灸 复原 来 的 构 笨 ,以便 进行 下 一 轮 反 应 。 这 一 点 可 以 用 ATP 
的 同系 物 B8，7- 亚 氮 基 ATP 代 赵 ATP 而 得 到 证 实 。 因 为 这 一 同系 物 不 能 被 DNA 旋转 酶 所 水 
解 :但 它 确 能 促进 第 一 轮 拓 扑 眶 构 反 应 ,使 负 超 混 旋 增 加 ,而 护 碍 以 后 进一步 的 拓扑 异 构 反应 。 

DNA 拓扑 异 构 栈 催化 的 反应 很 多 ,这 里 不 可 能 详 述 。 洪 反应 本 质 是 先 急 断 DNA 的 磷酸 
DRS ae DNA 的 链 环 数 之 后 再 连接 之 ， 兼 具 DNA py DRG DNA 连接 酶 的 功能 ， 然 而 
它们 并 不 能 连接 事先 已 经 存在 的 断 虱 DNA ,也 就 是 说 ,其 断 独 反应 与 连接 反应 是 相互 耦 联 的 。 
拓扑 异 榴 孜 ( 包 搬 工 型 和 II 型) 都 可 以 用 符号 转化 模型 进行 解 灰 (图 1-35)。 

除了 DNA 拓扑 异 构 栈 可 以 产生 异 攀 变 化 以 外 ， 很 多 能 够 嵌入 相 邻 碱 其 之 河 电 的 成 基 堆 
集 作用 的 试剂 ,特别 是 片 状 的 染 料 分 子 ,也 能 政变 DNA 的 拓扑 状态 ， 最 明 量 的 例子 就 是 省 化 
乙 锭 (9thidinm bromidey。 例 如 以 SY40 的 CQGC 分 子 与 溴 化 乙 锭 的 结合 试验 为 例 , 当 没有 来 
料 时 ,此 DNA 为 负 超 凯旋 ,具有 较 高 的 沉降 常数 (218) ; 当 加 入 来 料 分 子 与 校 苦 酸 之 比 为 0.05 
时 ,沉降 数 降 至 LOG, 此 时 DNA 为 没有 超 亩 旋 的 松弛 形式 ; 当 染 料 分 子 和 核 音 酸 的 比值 增加 到 
0,09 时 ,沉降 常数 又 上 升 到 大 约 218, 此 时 DNA 分 子 为 正 超 螺 旋 , 这 种 关系 划 图 1-26 所 示 。 
不 过 要 注意 的 是 , 省 化 乙 乏 并 没有 改变 h E 只 不 过 是 由 省 化 乙 锭 分 子 的 氢 入 , 增加 了 局 部 
DNA 二 级 结构 的 紧 绽 状态 。 因 而 , 随 着 嵌入 染料 分 子 数 的 增多 , 超 补 表现 为 负 超 螺旋 的 减少 
SMA, RUG RE MRE, 这 与 单 链 DNA 结合 蛋 自 促进 负 超 蜂 旋 转变 为 泡 状 结构 
的 情况 是 类 似 的 。 
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图 1-25 拓扑 异 构 酶 俱 用 机 制 的 符号 转化 模型 
: (a) IRRI (b) Fh 
BREE Co) 


0.03 0. 02 一 0. 0} 0 0.01 0, 02 0. 03 


REERS 


0 0.02 0. 04 0. 06 0. 08 0.10 
每 个 核 背 酸 残 基 结 会 的 染料 分 子 数 
Epa SV49 的 招引 结构 随 着 漠 化 乙 饶 的 结合 量 而 改变 
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第 十 节 ”常见 的 DNA 分 子 形式 及 其 相互 关系 


SUS RLM DNA APBA TF. ARAUERA, MARREK RERA 
DNA 分 子 的 沉降 常数 作为 1, 其 他 各 种 分 子 取 相 对 值 。 需 楼 指出 的 是 ,沉降 常数 与 电泳 迁移 
率 之 间 并 不 完全 一 致 。 

(1) IDNA, 具有 负 超 螺旋 或 正 超 曼 旋 的 双 链 封闭 环 状 分 子 。 粗 对 沉降 常数 1. 和 4。 

(2) PE DNA, 没有 超 螺旋 的 双 链 封闭 环 状 分 子 ， 也 就 是 松弛 形式 (relaxed form), #1 
对 沉降 常数 1,14。 

(3) EH DNA, 在 一 条 链 上 或 两 条 链 上 有 一 个 或 儿 个 切 刻 的 双 链 环 状 分 子 ,又 称 为 切 刻 
环 (nioked circle) ,相对 沉降 常数 1.14。 

D 亚 形 DNA: 线形 双 螺 旋 分 子 。 相 对 沉降 常数 1.00。 

) Hay DNA (collapsed DNA)， 当 工 形 或 卫 形 DNA 在 碱 变性 或 热 变性 时 ， 其 气 键 
wear, VER MR ERE BSF. Ha DNA 具有 异常 高 的 沉降 党 
OOD 


SHORE AUR 


ee Se Pen Penmaes 


图 i-27 几 种 常见 的 INA 分 子 形式 的 相互 转交 
327 。 


数 ,相对 沉降 常数 的 3.0。 

(6) 单 链 环 状 DNA, 相对 沉降 常数 大 约 汶 1.14。 

(7) REAR DNA， 相 对 沉降 常数 为 1.30。 

(8) HE DNAccatenated DNA ,catenanc). 这 是 在 DNA 复制 过 程 忠 的 产物 或 由 DNA 
ERMEER UPAM E IJE DNA 轿子 环 过 而 成 。 

以 上 八 种 DNA 分子 形式 的 转变 表示 于 图 1~27， 其 中 前 四 种 仍 标 以 ,了 ?本 、 于 ;局 四 称 
DNAPL (5), (8), (7), (8) RR. 

在 这 些 形式 的 分 子 中 ,T 形 DNA JP PE BA 

(D 出 于 超 螺 旋 DNA 和 分子 的 结构 紧密 ,有 较 大 的 沉降 常数 ,有 较 大 的 电泳 迁 苞 率 。 

(2) 与 省 化 乙 途 等 染料 结合 量 受 到 分 子 内 紧张 性 廊 限 制 ， 而 工 形 条 下 形 DNA 分 子 没 寡 
这 释 眼 制 ,能 够 铺 合 更 多 的 染料 分 子 。 由 于 涡 北 乙 锭 的 下 重生 小 ,因此 在 进行 CsCl 密度 梯度 
平衡 离心 时 ,，I 形 DNA 的 比重 约 为 1.59, 而 工 形 和 耿 形 DNA 的 比重 的 为 1,55。 

(3) 156 DNA 对 子 温度 和 大 性 pH 有 较 强 的 抵抗 力 , 不 容易 发 生变 性 。 这 样 ,可 以 寻找 
PAR WE LIB DNA RAE, ALB DNA 不 变性 或 很 少 变 性 。 很 多 分 离 
RAE IP DNA 的 方法 都 是 依据 这 三 点 特性 而 设计 的 。 


提 要 


DNA ALS MAA UME OMS, DNA LERPELA ORAL, SHS 
春兰 基因 选择 性 表达 的 揭 令 。 

DNA Soh Ge Ra Re 8,5 ARAB eee ae, DNA 与 RNA 的 
RABN ARES 2GLARTOURA, RRR DNA Hee HMO ABE, 
Rae TMP ROR EE. LH, LP ea DNA MAMA ap ee AAA 
在 的 。 

对 子 DNA sc pet X 6) om d, Watson 和 Crick 子 1953 年 提出 了 右手 闻 螺 旋 模 型 。 
Oy ET ede te A, D 磷酸 二 栈 键 连接 起 来 的 两 条 主 链 以 反 平 行 的 方式 和 右手 方向 
MERA, HAAY WÅ 的 双 井 旋 结 构 。 主 链 由 于 黄玉 水 性 而 处 于 双 混 旋 的 下 表面 而 
MABTR-RELBRKEGATRRAUA SR, BEML OR AIT foG i Capea 
plain Habe, eRe A, Re OSLO 个 核 车 酸 对 。 ARH RA 
RHO, WARBER RAR DA, RA RIRE aAa DNA 信息 的 主要 场所 。 
维系 DN 二 级 结 梢 的 主要 作用 力 是 查 键 和 碱 基准 菜 力 : SERRA ROMANS 
AF RRA, ALOR, RAG RY 2 at ROR Ede AL, 
这 就 是 DNA HAIR PAM DNA ARARUEAAENZT RERED, B Reels 
用 。 变 性 的 DNA 单 链 在 让 合 的 条 件 下 又 能 恢复 到 螺旋 结构 ， 即 复 性 作用 。' 基 于 DNA HE 
性 作用 和 复 性 必用， 产生 了 十 分 有 用 的 分 子 杂 安 技术 。 

DNA GLMGHMREEHISY AGP STS ORR, Be RESHMA SE 
RF, HERA Re AE SA MRM AMAL, PEAT 序列 也 是 
HSPIREPLAART AY tho REP PMA MAMAS LEAH E k 
Bho LARA, RA DNA HERR A-AMERE, RARPEMRE 
HH PRR ASMRRAT RAM PMR RAN GRR BERRA 
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定 可 能 主要 为 B 构象 以 及 少量 的 入 Hite ZAR, ZMRAB-ABM EE Re 

Aa- aR DNA icak RRRA MARRARA E 物体 内 DNA 
Ae ad RM Rw A 4, Jed EE Re RB & DNA bh, Aoki 
Mikes BA BI WEF) OY We Ride DNA sb, Akte M aR BAS ER 
Ro PMR dei) DNA WAN AL 5% Ob ALI dey Oe ARLE ORE ag A ME ae DNA 
Li, RABREA PSH OE H. BRR DNA 对 于 变性 剂 育 较 高 的 抗 性 并 具有 较 高 的 
cae DEB, ARHARRE PD AR RARRAKADNA HEA RE 
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第 一 节 原核 生物 和 真 核 生 物 ' 


饮恨 细胞 的 结构 和 遗传 物质 在 细胞 内 的 分 布 ， 可 将 生命 有 机 体 划分 为 原核 生物 和 真 核 生 
网 两 大 类 。 原 核 生物 没有 真正 的 细胞 核 ,遗传 物质 存在 于 整 个 细胞 之 中 ,有 时 昌 有 相对 集中 的 
区 域 ,但 并 无 核 膜 图 绕 。 真 核 生 物 的 进 传 物质 集中 在 有 核 膜 包 围 着 的 细 胸 核 中 ,并 与 某 些 特殊 
的 蛋 自 质 相 结合 成 为 核 蛋 自 以 构成 一 种 纲 密 的 结构 ， 这 种 结构 叫做 染色 体 。 原 核 生 物 的 遗传 
物质 只 以 裸露 的 核酸 分 子 存在 , 虽 与 少量 蛋白 质 结合 , 但 不 形成 染色 体 结构 。 然 而 习惯 上 ，, 康 
核 生物 的 核酸 分 子 也 常 被 人 们 称 为 染色 体 。 

某 些 有 机 体 , RU ATS, 既 不 是 原核 生物 , 也 不 是 真 核 生 物 。 它 们 是 一 种 超 分 子 的 
亚 细 胞 生命 形式 , 它们 前 繁 昔 必 须 在 寄主 体内 进行 , AMR RENSA NERIAK, ma 
菌 体 (如 细菌 病 嫩 ) 适应 了 原核 生物 的 遗传 战略 ,而 动物 病毒 和 植物 病毒 则 使 用 真 校生 物 的 让 
传 法 则 。 

原核 生物 和 真 核 生 物 的 划分 在 分 子 生物 学 和 分 子 遗 忧 学 上 十 分 重要 。 例 如 单 细胞 的 醚 母 
获 的 蛋白 质 合成 与 单 细 胞 的 大 肠 样 菌 过 然 不 同 ， 而 与 极其 复杂 的 高 等 动物 相似 。 因 为 本 本 菌 
是 真 核 生 物 。 

现 将 原核 倚 胞 和 真 核 细 跑 前 主要 差别 列 于 表 2-1。 

#2 ARMADA N 


特 征 BAMA x k E 网 
WiL 
HR 无 a 
不 同 染 色 体 数 日 1 >1 
核 小 体 结 槐 无 有 
Bo B 有 
遗传 交换 BREA, SH RBS 
sna eT 
RR 无 有 
高 尔 基体 无 有 
wre 无 有 
线粒体 无 有 
叶绿体 无 补 物 中 有 
BREAD Tea 803 
RE 无 有 
BORA AORE, HAT) 无 
Elie eE asari 
BRE z wee 
BE 无 有 时 有 
LF ea FERRE BEER 
. Bray | 无 g 有 


然而 ,由 从 70 年 代 后 期 起 ,这 种 商界 系统 理论 受到 了 极 庆 的 挑战 , 它 可 能 会 逐渐 让 位 于 三 
ARIE, SPRACHE LOR, WER LRAT ATE 
We RE EER SEH TR. REER AR EAR 


Bo wy CEPR 


RI RARER Be 66, PRA CS A LE (genome) 一 个 单 售 体 基因 组 前 
DNA TRAE, 它 通常 称 为 该 物种 DNA WC. PARTH C RRRA, BI 
BRM mycoplasma) RA 104bp, 而 最 大 的 如 某 些 显 花 植物 利 商 柄 动物 可 达 LO bp, 图 2-1 为 
不 同 生 物种 类 的 O 入 范围 分 布 岁 :出 图 可 见 , 随 着 生物 的 进化 , 生物 体 的 结构 与 功能 越 复杂 ， 
HORA, 例如 真菌 和 高 等 植物 同居 真 核 生 物 , MAAN O ERES., R AEA 
解 的 ,因为 结 煌 和 功能 越 复 染 , 需 要 的 基因 产物 种 类 越 多 ,也 识 是 说 需 变 的 基因 越 多 ,因而 0 位 
BX. 


SXIO SK TS BID? 0 bp 
Se i i t 1 


RRA 1 I + { t 


H tot 10% 
图 2-1 未 同和 华 物 种 类 基因 组 DNA K C 404) 

然而 另 一 方面 , 在 结构 ,功能 很 相似 的 问 一 类 目 物 中 , MR RR CHR 
fa), “EWA OTARA 10 REER. Fen IS ey. O HAN Tey AY RE 
10°%bp BEC {ARAYA Ly LF 10" bp, FUN, MPL Sy COG ASK BY C ALR 10% Dp fy 
ARR, ASAE Tay ey A Se SL By A 
WE SL HOS A Ae intron HIRET”, LAE Kak 5 000~8 000 bp, Pkk 
10000 bp, MAHER PERAR ADE STIR. REP 400 000-600 000 个 
基因 。 这 是 可 能 的 吗 ?9 SUVE A ARR DPB By OALA Ae BS PT 

a BÈ 。 


庆 晓 ,但 看 米 是 不 可 能 有 这 样 多 的 基因 。 和 估计 不 会 超过 这 个 数字 的 0p. PRERANE 
SEAL, WAL DNA 与 mRNA 杂交 试验 ,在 特定 类 型 的 出 胞 中 表达 的 基因 数目 大 约 是 10 000 个 ， 
但 各 种 细胞 才 达 欧 基 因 并 不 相同 , 估计 要 习 上 一 个 系数 (3 一 4 才能 得 到 基因 组 的 基因 数目 , 因 
而 看 来 可 能 的 有 功能 的 基因 数目 为 30 000~40 000 个 。 一 个 间接 的 证 操 是 通过 对 果 如 突 变 的 
研究 , 必需 基因 的 总 数 大 约 为 5 000， 其 平均 基因 大 小 为 2 000bp, 总 长 度 丰 当 于 107bp, 刚好 
为 基因 组 大 小 的 14 名。 这 里 当然 有 这 样 的 再 能 性 ， 有 些 基因 并 不 是 果 晶 活 存 所 必须 的 ， 这 些 
基因 的 突变 不 能 引起 可 见 的 效应 。 然 而 ,即使 考虑 这 些 因 崇 ,基因 所 占 基因 组 的 比例 也 不 会 超 
过 20%. ER, 人 们 无 法 用 已 知 功能 来 解释 基因 组 的 如 此 之 大 的 DNA 食量 ， 这 就 叫做 〇 值 
FPEO value paradox) 。 翻 下 的 关键 问题 就 是 ;位 于 基因 办 的 DNA 成 份 (包括 转录 而 不 翻译 
的 区 域 ,如 * 内 含 子 ”以 及 编码 序列 的 两 器 序 判 ) 究 竞 占 基 因 组 的 多 大 比例 ? 这些 基因 中 有 多少 
是 必需 的 基因 , 有 风 少 是 非 必需 基因 ? 非 基 因 的 DNA 成 份 的 功能 是 什么 ? WAA DNA OC i 
的 巨大 范 异 (如 在 相关 的 两 栖 动 物 中 ) 对 基因 组 的 活动 与 功能 究竟 有 什么 影响 ? 这 些 者 有 符 于 
进一步 的 研究 。 

美国 分 子 生 物 学 家 们 经 过 两 年 的 辩论 ,已 决定 内 1988 SE IPMART ASI SHY eS 
进行 为 期 15 年 的 研究 。 这 项 研究 对 于 人 类 下 解 自 身 , 诊断 和 治疗 遗传 病 , I A 
症 的 发 生 , 深 索 生命 的 进化 规律 都 有 着 极其 深远 的 意义 。 


第 三 节 原核 生物 染色 体 及 其 基因 *…~ 


REM RAB TRAN HABA FT DNA RRNA), KERMA, 
少数 以 单 链 形 式 存 在 。 这 些 核 酸 分 子 又 大 多 数 为 环 状 ， 少 数 为 线 状 。 我 们 仅 以 大 肠 本 菌 以 及 
GAT AE ER 174 和 入 为 代表 说 明 原核 生物 染色 体 的 概况 。 


— ABFRAGE 


AHH ARE RR, 没有 明显 的 核 结构 , 但 是 其 DNA Spa OEE MEA. 而 
是 有 一 个 相对 集中 区 域 ,在 这 一 小 区 域 中 形成 类 核 Cnueleoid) 。 在 大 肠 丁 菌 的 对 数 生 长 期 ,每 
个 细胞 可 能 会 有 2~4 个 这 种 同 习 的 DNA 分 子 构成 的 类 核 。 大 肠 杆 菌 的 类 核 中 ,DNA 成 价 占 
80%, HAW RNA MEHA, MRNA MRE ARMAS, RL AK. E 
明 RNA RAE SAAT RD BERAM I,  B.colt 中 已 发 现 若干 种 DNA 结合 蛋白 
( 表 2-2), 


222 大 肠 杆 菌 内 的 若 于 DNA BEES 


成 


两 个 28 KDa 的 本 ATS ia 


Hy |o WEE ARTS Ha RSE 600 PERE AEA HB E yy 和， 
HEP, 17 代 Da 的 单位 20 000 个 单 你” E A fira 
P 3E Da BTE Al HEA. 


REDNA A AEG ME, 使 长 达 4.2% 10%bp i E.coli eR IKDNA ISS MEAT 
《seaffold) 结 构 。 在 这 一 结构 的 中 心 为 多 各 DNA SARA IDNA WE PATE SE 
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与 这 些 蛋 白质 结合 ,这 形 成 大 约 100 个 小 区 (domain)。 每 个 小 区 的 DNA 都 是 负 超 螺旋 。 一 
个 小 区 的 DNA 有 两 个 端点 被 蛋白 质 记 加 定 ， 因 而 保持 每 个 小 区 的 相对 独立 性 。 当 用 极 微量 
的 DNA 酶 工作 用 于 这 个 手脚 架 时 ， 只 能 使 少量 的 小 区 的 DNA 成 为 松弛 状态 ， 而 其 他 小 区 委 
然 保持 超 螺 旋 状 态 , 这 就 说 明 Ecol 染色 体 DNA 并 非 一 个 自由 的 DN 分子。 这 种 手 廊 架 
形 结构 示 于 图 2-2。 


THe 
ee 


Eoi pap 
A-2 KIRA i RR DNAase 作用 示意 图 


ATE ASR GREH 4.2 x 10* RENT AA GER DNA 分 子 , 以 1000 bp 作为 基因 
BEAKER, KEER A 3 000~4 000 个 基因 。 目 前 已 经 定位 的 基因 已 达 900 多 个 。 
关子 大 肠 杆 菌 的 基因 结构 不 能 在 此 详 述 ,但 是 我 们 可 以 从 中 总 结 出 一 些 规律 , 宪 胡 生物 在 进化 
中 选择 了 至 济 而 又 有 将 的 结构 形式 : 

CL) 功能 上 相关 的 几 个 结构 基因 前 后 相 迷 ， 录 加 .上 一 个 共同 的 调节 基因 和 一 组 共同 的 控 
制 位 点 即 启动 予 (promoter) 和 操作 子 (operator)* 在 基因 转录 时 协同 动作 。 对 基因 表达 这 程 
实行 原 发 调节 控制 ,也 是 最 有 效 的 一 种 调节 控制 。 细 菌 基 因 表 达 调 控 的 这 样 一 个 完整 的 单元 ， 
软 为 操 级 元 (operon)"*。 例 如 ,大 肠 杆 苗 中 司 乳 糖 民 谢 的 6B- 半 乳糖 兰 酶 , 半 乳 精 昔 透 狂 酶 , 半 
A CRISS TMA ye 与 控制 位 点 0,2 以 及 它们 的 润 节 基因 i 一 起 组 成 乳 入 
操纵 元 {图 2-3)。 


图 2 3 APT AABARYTRA mRNA FEA 
* OPERATOR 旧 胖 “操纵 基因 ?, 然 而 “operatot gene'" 一 语 在 国际 上 自 70 年 代 中 期 已 瀛 少 使 用 ,至 80 年 
RILE, Watson 的 "Mo'ecular Biology of the Gene》(1976,1987), Gardner fy Principles of Genetics > 
(1984), Lewin p (Genes (1985) 等 著名 教科 蔬 均 取消 “operator gene” 一 语 ， 只 用 operator， 他 们 都 指出 
operator 只 是 一 个 阻 过 蛋白 质 结合 位 点 ， 最 多 30~40 个 gp， 并 无 基因 特征 ， 亦 无 基因 产物 。 然而 “ERAS 
因 * 一 语 容 慑 内 一 二 没有 得 到 证 正 。 其 实 operater 与 promoter, enhancer 一 样 ， 都 是 基因 调控 位 点 ， 因 此 本 
书 使 用 * 圳 作 子 "这 一 译名 。 


-Bie 


** OPERON, HIERA T”. Ai, operon 就 像 neuran( 神 经 元 ) 是 神经 系统 的 结 二 种 功能 单位 一 样 ， 
它 是 基因 表达 和 调控 的 结构 上 和 功能 上 的 单位 。 定 义 operon 所 使 用 的 中 心 词 是 unit (单元 ), 是 DNA 上 数 
以 于 计 (kb) 的 核 虞 酸 序列 。 它 与 启动 子 (Fromoter)， 终 止 子 (terminato, ARF (attenuator) ,增强 子 
Cen’ hneery， 操 作 子 (operator) 装 名 词 的 概念 完全 不 同 。 定 尽 后 者 所 使 用 的 中 心 词 是 sjte( 位 点 )， 一 般 只 育 
tbe, SAA be Ak, AWER- 有 三 种 用 法 。 在 去 示 DNA 上 上 一段 序 烈 的 词汇 中 的 -on， 际 
T codon FAP h 并 非洲 自 19 世纪 法 拉 第 所 铸造 的 jon URERA electron, proton, neutron 4 
FICA Webster’ s Dictionary College Edition), MRX ERR, 以 ~on 为 后 级 的 表示 DNA 上 一 段 序列 的 各 
词 (codon 除外 ) 只 卖 示 某 秘 ( 某 些 ) 作 用 或 过 程 所 涉及 的 范围 ,operon FAH HL, regulon replicon ,trenscriptoa 
SHARE. Plan, KAFE 《染色体 ) 的 replicon 就 是 整个 的 4.2x10sbp 的 DNA 分 子 。 可 是 ， 忆 -or 戒 
-er 为 后 组 的 表示 DNA 上 一 段 序 剂 的 名 调 上 如 上 上面 所 列 吾 的 例子 )， 是 某 种 动作 (作用 式 过 程 ) 的 吉 接 执行 老 
zih ARILARA R RNA 共同 完成 这 一 动作 )。 

综 上 所 述 ,英文 中 用 以 表示 DNA Be FR oS AT SES es ES Ware PR 


BG, VET ABUSE! Een jamin Lew in 72(Cenesy iE ~ path Ry HBA TE (operon) AREF (operator) 
所 作 的 定义 ; 

OPERON isa complete unit of bacterial ge'e expression and regulation. jincluding structural 

gees, regulator gene(s), and contro] elements in DNA recognized by regulator gene product(s), 
OPERATOR is the site o1 DNA at which a repressor protein binds to prevent transcription from 
initiating at the adjacent promoter. 

APRA RPA MELEE SECT TAP AO AERAR. LR 
Ces LA EW RAH STE TAR ER He 

有 了 时 一 个 调节 基因 的 产物 能 够 调控 几 个 操纵 元 中 基因 的 表达 。 这 样 的 儿 个 操纵 元 加 革 它 
们 的 调节 基因 就 构成 了 更 大 的 基因 表达 调控 单元 ， 称 为 调控 元 (regulon). RKA FEA 
当然 就 不 属于 某 一 个 操纵 元 ,而 是 属于 整个 调控 元 。 即 使 只 调控 一 个 操纵 元 前 调节 起 因 , 在 大 
多 数 情 况 下 也 并 不 与 操纵 元 的 主体 部 分 相连 。 细 胞 内 的 蛋白 压 是 可 以 到 处 扩散 的 ， 因 而 也 没 
有 必要 与 它 控制 的 基因 相 紫 邻 。 这 样 , 在 有 些 教科 书 中 , 则 不 把 调节 基因 算 作 操纵 元 的 成 分 ， 
而 是 作为 调控 元 的 成 分 。 

这 些 功能 相关 的 位 于 一 个 操纵 元 内 的 车 干 个 蛋白质 基 因 在 转录 时 产生 一 个 多 基因 的 
mRNA。 有 些 功 能 相关 的 BNA 站 因 也 电 联 在 一 起 ,如 构成 核糖 核 盘 自体 的 三 种 RNASE E 
录 在 同一 个 转录 产物 中 ,它们 依次 是 :168 RNA…238 RNA…58 RNA。 这 三 种 RNA 除了 组 
建 核糖 体外 , 别 无 他 用 ,而 在 核 糯 体 中 的 比例 义 是 1:1:1。 倘 车 它 们 不 在 同一 个 转录 产物 中 , 要 
来 造成 这 三 种 RNA 比例 失调 , 影响 细胞 功能 或 造成 当 费 ;要 来 需要 一 个 极其 复杂 的 耗费 巨大 
的 调节 机 构 来 保持 正常 的 比例 1:1;1。 当 然 , 并 非 所 有 的 功能 根 关 的 基因 都 组 织 在 一 起 。 

D 蛋白 质 基因 通常 以 单 拷 员 的 形式 存在 。 多 拷贝 基 因 或 多 持 贝 序列 存在 于 局 一 妇 色 体 
上 常常 引起 非 均等 灾 换 ， 结 果 导致 了 相同 序列 之 间 的 基因 的 缺失 或 倒 位 ( 详 兄 第 十 一 章 )。 然 
条, 基因 序列 的 全 载 又 是 经 常 发 生 的 〈10”) ,可 是 绝 大 网 数 的 倍增 并 没有 给 细 尘 带 来 选择 十 的 
优势 ,因而 很 快 又 被 渔 汰 。 这 样 ,就 使 绝 大 多 数 的 蛋 自 质 基因 保持 单 措 贝 形式 。 

G) RNA 基因 通常 是 多 拷贝 的 。 炎 多 数 E coli WEMAN 16 8 TRNA, 239 cRNA 和 
SS TRNA 基因 各 了 APB DL, DERE Ba R PRE REA 20 分 钟 内 使 细胞 内 的 蛋白 项 
AEn. EAEEREN, rRNA 基因 陈 了 多 拷贝 的 特点 外 ,它们 在 染色 体 上 的 分 布 也 并 项 了 
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潜在 的 基因 剂量 。 在 了 个 trn 操纵 元 中 ,有 6 个 分 布 在 Bch DNA MRA RGR 
传 图 上 的 83 分 ) ,而 不 是 在 复 制 终点 阶 近 (得 传 图 上 的 33 分 )。 可 以 设想 ,在 一 个 细胞 周 其 中， 拨 


site \ (25 
mG 


Wed Ecok tRNA BADARA RERE 
在 染色 体 上 的 分 布 情况 。rrn 表示 七 个 IFRNA 基因 
的 操纵 元 ，S 和 工分 别 玫 示 小 亚 基 和 大 亚 基 的 操 
纵 元 ,OriC 为 也 .cot 的 双向 复制 起 点 。 


制 起 点 处 的 基因 的 宸 达 操 几乎 相当 于 处 
PRAHA RAPE, W. cold 
7 4 rin PARARE ELA R 
RTA 2-4, 

(D 除了 把 相关 共 因 组 织 成 操纵 元 
的 形式 之 外 ， 各 种 基因 的 启动 子 和 操作 
村 部 分 的 DNA ERAS HERE, 
LUE DNA RAM 以 及 与 调节 车 因 
Wy RE AT REAR, 
MAATRE R ERM DRY, 


=. RE 


这 里 主要 介绍 大肠 杆菌 噬 蓝 体 éx 
174 ARERR A, 

PX ITA BAAR FF EE 
PER, Ate TSS ARK) 1/4, 220 
HAGE, RARE (Am3 DNA 
进入 寄主 细胞 不 是 以 注射 方式 进行 )。 


其 DNA 为 单 链 环 状 ， 共有 5 386 HR. UE 1977 年 由 奖 国 剑桥 大 学 的 Predericl 
Sanger 分 析 义 定 。 为 此 , Sanger 第 二 次 获得 诺 中 尔 奖 爹 。 
四 X174 SAL 个 基因 ， 依次 为 A, A*, B,C, D, B,J, P, G, UK (AE 2-5 和 到 


2-3), 

AF Ox 174 的 DNA 数量 有 限 ,因而 其 基因 
在 排列 上 更 加 体现 了 经 济 原则 

《1) 他 X174 有 11 个 屋 白 质 基因 ,但 是 只 转 
IRIA MRNA, 其 中 一 个 从 基因 开始 ,一 个 从 
卫 革 因 开 始 , 另 一 个 从 了 D 基因 开始 。 

DURE EAL Ae AANE- SEE 
A mRNA 之 中 ， 这 在 原核 生物 中 是 很 普遍 的 现 
BR. 

(2) PX 174 的 DNA 分 子 绝 大 部 分 几 来 编码 
RAR. ARATE CRAP IR N 4 9% (217/5386), 
Eve (3953: DZD PR Se ea 
的 序列 。 

(8) @x 174 的 基因 排列 上 最 显著 的 特点 是 
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有 重 迭 基因 和 基因 内 基因 ,这 是 通过 对 由 x 174 DNA RAMEN 9 TERPS 
烈 进行 了 认真 的 比较 工作 而 得 出 来 ES RE, ESI ae a 
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a RE MES, WERE HAR I 
as | 关闭 寄主 DNA 的 合成 | 
| REMANER | F 
c | FNRRBAREINEA rohan) |G 
PD | 病 壹 外壳 的 形成 | 4 
F. | 细菌 的 更 解 K 
EREHE 
R 


GogcugcGgacere 


TTrTITTTITITTIITTITTTTTT fevers 


AE AE Kh DNA, $ 


| 
| arene 
| 主要 的 外 过 蛋白 
HATE 
ANTAA, ERATA TREKT 
| aE 


5 
COOCCECOUCTEGA 


6 
totes aan ， pot 介 
dtd +. 


= 


42 EA E 


ANHAR 


geod 


` a? 
66666 6 


图 2-6 AMR DNA 分 子 形式 的 转变 


Pb} LOE RS AR TE DNA 分 子 小 , 然 是 又 必须 有 一 定 秘 类 的 基因 
Py. EMEP BRHEASRTRBN A. 

2 WAR PA a Be as PACA 48 502 BRAT. 分 于 是 为 3.2X107 道 尔 顿 ,长 度 约 16 am, BAL 
REWE AAR BSS. MERA DNA 有 有 两 种 形式 。 — RUA A 
SORA Fs ARD AER MAE 2 a BEE EB EEN i 
相互 分 离 , 形 把 线形 分 子 。 粘 性 末端 有 12 PRE RR ESE RT DR (70°C) AR 
容易 转变 成 线形 分 于 还 可 以 用 DNA 过 接 栈 将 非 共 价 结 会 的 环 状 分 子 变 为 共 价 结合 的 对 闭环 
状 分 子 (图 2-6)。 

对 平 》 哎 蔓 体 的 遗传 图 ,已 经 月 当 深 入 的 研究 , 见 图 2-7。 
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图 2-7 ARAJE ADNA HEARNE RHH EALAH ADNA 
BARTIEORE, RIPMBERD 有 关 的 两 个 位 点 ，c03 和 aft, 

入 松茸 体 在 大 肠 杆 蓝 体 内 可 以 呈 环 形 分 于 存在 于 细 胸 夺 中 ， 也 可 以 通过 整合 酶 的 作用 而 
Wet BSE Ee UR IRA, SRE ee ta E. ARS RA R 
Gk, SOUR is FEE UA DL REAR HI DIRS, BE aly TORE ee 
REH A ERRER AY LE BAR PA BSP 52 000 道 尔 顿 的 阻 过 蛋白 (SIRI) 
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这 种 恤 白 能 和 左 、 右 两 个 操作 子 相 结 合 , 阻 得 两 个 早期 mRNA 的 转录 。 因 而 ,也 就 不 能 合成 
吃苦 体 复制 所 必需 的 蛋 身 质 。 这 种 阻 过 蛋白 不 但 能 阻止 原 史 戎 体 林 身 DNA 的 复制 , 同样 也 能 
结合 于 新 侵入 的 只 北 体 的 操作 子 , 从 而 阻止 它们 的 傣 制 ,使 处 于 洲 原 状态 的 大 肠 杆 菏 不 再 被 
其 他 险 菌 体 的 感染 而 必 解 。 也 就 是 说 ,党 原 性 细胞 获得 了 一 种 特殊 的 免疫 能 力 ,因而 这 种 阻 
REGLA REREH. 一 

GRIT 5 24 A MERR DNA 合成 处 于 抑制 状态 时 AEE R RRO ARER O 
人 处理) 常会 使 胆 过 蛋 自 尖 湛 , 从 而 诱导 原 哄 菌 体 发 育 为 * 噬 落体 而 使 细胞 裂解 ,现在 已 经 知道 ， 
“oro" 基 因 产 物 能 关闭 班 巡 蛋 泊 的 继续 合成 。 


第 四 节 ，” 真 核 生物 的 染色 体 改 作 


在 真 核 生物 的 染色 体 中 ,DNA gii 27, AR ER H 66% RNA 6%, 

过 尖 认 为 一 杂 染 色 体 可 能 是 由 若干 段 DNA 构成 的 , AMERA Bi, 但 是 随 着 DNA 提取 
喜 术 的 改进 ,现在 知道 一 个 染色体 ( 单 体 ) 中 的 DNA 只 是 一 个 DNA 分 子 。 例 如 酵母 菌 在 单 售 
体 时 期 ,17 条 染 色 体 就 是 17 个 DNA AT, ARRERA 1.27 x 10° 硕 基 对 ,平均 分 子 量 
为 8.88 x 100 道 尔 囊 。 这 就 是 说 , 答 个 体 细胞 的 细胞 核 内 含有 DNA 6.4 pg (ploogram), 


—. MEH DNA 复 性 动力 学 

从 图 1-10 可 以 看 出 , 各 种 康 核 生物 DNA 复 性 的 Cot 曲线 形状 都 很 相似 , 跨度 一 艇 只 有 
两 个 数量 级 ,只 是 Cot, 值 各 不 相同 。 也 就 是 说 ,各 种 原核 生物 的 DNA 都 是 单一 序列 ,只 是 其 
序列 复杂 性 (compiexity) 各 不 相同 而 已 。 两 种 不 同 大 小 复杂 性 的 DNA 序列 , 当 DNA 绝对 含 
CBM) A. RE DNA OTR, SERR RAKHE 
tat. KAA Cot, i REWA, AAKE DNA, Mik, BRIN HIRE Cot, ft 
就 大 。 以 大 肠 杆菌 的 Pot, 为 标准 ， RHA OSA DNA 前 复杂 侍 ( 又 称 复杂 长 度 》 
等 于 

a 样品 DNA Ooty 
4.2x 10° bpx KARM DNAOt 

真 核 生物 的 DNA 复 广 曲线 就 大 不 相同 了 , 不 但 曲线 形状 不 同 , 而 且 常 跨越 ?7~8 个 数量 
级 。 图 2~8 给 出 一 个 真 核 生物 DNA 复 性 曲线 的 模式 蜀 , 实际 图 形 要 复杂 得 多 ,需要 用 计算 机 
处 理 。 如 图 2-8 HR HARV HSN, 每 相 各 代表 基因 组 中 不 辐 复杂 长 诬 的 序列 类 型 , 整 
AMAA DNA 为 ?.0x 103 bp。 第 一 相称 为 决 复 性 绢 分 , 代表 了 25% K A DNA, Cot 值 范 
是 为 10-4…2x 10°F, Ooty = 0.0018, 第 二 相称 为 中 间 伺 履 组 分 ,代表 了 30 多 A DNA, Cot 


信 的 荡 围 为 0.2 一 100, Co 好 = 1,9。 第 三 相 为 慢 复 性 组 分 ， 占 总 DNA Ry 45%, Cot ME 
为 80~10 000, Cob, = 680, 


AT ERS SB a OY eh a at aa UE aE DNA 的 
Feah RAUN ik IT BSAA RUT Ea DNA 的 45 多 ,其 浓度 009 也 是 总 Co 


». 39 6 


100 


入 性 分 组 C1 一 C1/ Cy 


i0 M103 lo 3 jọ 103 10? 10 


LELENE i 
Cet t/2 

Beet cop) 3 6.9 x105 | 3.0 x 108 
Ream ， 人 


图 2-8 Ket DAN 复 性 动力 学 模式 图 
的 45 驳 ， 辐 而 它 实 际 上 的 Coty 应 该 为 630x 45g = 288, 也 就 是 说 ,如 果 反 这 一 组 分 握 取 出 来 
单独 做 复 性 试验 ,其 coty = 283, 假定 在 同样 条件 下 加 .0006 DNAN Coty = 4.0, 我 们 可 算出 第 


三 组 分 的 复杂 性 为 3.0 x 10sbp， 避 样 可 以 算出 第 二 组 分 为 6X 105bp ,第 一 组 分 为 340bp。 

已 知 化 学 方法 测量 的 DNA 总 长 度 为 7.0x10sbp。 这 一 长 度 称 为 化 学 复杂 长 度 。 对 于 第 
三 组 分 来 说 ， 其 化 学 复杂 长 度 为 ?7.0x1 旭 X45 掀 =3.15x10sbp， 按 恨 复 性 动力 学 计算 帅 来 
的 复 允 长度 为 3.0x 108, 称 为 动力 学 复杂 长 度 ,二 者 数值 上 是 很 接近 的 。 洋 际 工作 中 ，, 常常 并 
不 知道 医 因 组 的 复 光 长 度 ( 化 学 人 复 困 长 度 ) 。 这 时 可 以 根据 单一 序列 (一 般 把 基因 组 中 只 有 2 一 3 
个 拷贝 的 序列 也 算 作 单 一 序列 ?的 动 为 学 复杂 长 度 计 算出 整个 基因 组 的 动力 学 复杂 长 度 。 比 
如 土 述 秽 子 中 单一 序列 的 动力 学 复 黎 长 度 为 3.0X10 bp, 则 基因 组 动力 学 复杂 长 度 为 3.0x 
108bp+ 45% =6.7% 10° bp, 与 其 化 学 复杂 长 度 值 是 很 相近 的 。 

根据 基因 组 的 总 长 度 和 每 一 组 分 的 复杂 长 度 , 即 可 计算 出 每 一 组 分 的 找 员 区, 即 重复 频率 
(repetition frequency) ,其 定义 可 用 如 下 公式 来 概括 : 

l RIKT = URRE 
用 此 公式 不 难 算出 第 三 组 分 了 值 为 1， 第 二 组 分 上 值 为 350, 第 一 组 分 了 值 为 500 000。 由 于 在 
同一 个 复 性 曲线 上 的 各 动力 学 组 分 的 Coty 值 与 其 重复 频率 威 反比 。 妇 Cot, (1) Cots (2) = 


EDE , 式 中 (1) 各 (2) 代表 两 个 不 同 的 动力 学 组 和 分, 了 代表 其 重复 频率 。 由 上 式 可 得 到 


Cot 1) 
£(2) = +f) 


+ 
Cots (2) ， 
车 (1) 为 非 重复 序列 , 则 LCL) = 1 ETAL £2) = Goti(1)/Cotj(2)， 用 这 -公式 计算 国 2-8 
所 给 出 的 三 种 组 分 的 蛋 复 频 率 ，630+1.9= 332( 第 二 组 分 )8 630+0.0013 = 48350007 第 一 组 
„Ds 


So RASA MMI, ARATE IPA (单一 序列 ) 的 重复 频率 并 非 为 1.0， 
因为 通常 把 8 一 3 个 拷贝 的 序列 也 算 作 非 重复 序列 。 在 上 例 中 其 非 重复 译 列 的 重复 频率 实 
REX 1.05, HAH, 63041,9%1,.05 = 348 (第 二 组 分 )) 630+0,0013 x1.05= 509 000 
《第 一 组 分 )， 这 样 就 与 按 定义 出 化 学 复 淇 长度 除 以 动力 学 复杂 长 度 而 求 出 的 重复 频率 很 拒 
Ro 


Z. WHER BLA Pea RO DNA 


EBAY DNA 出 原核 生物 天 得 多 ,，DNA 序列 的 组 织 性 也 就 复杂 得 儿 。 根 据 DNA 复 
性 动力 学 移 研 究 , DNA 序列 可 以 分 为 四 种 类 型 ， 

L 单一 序列 又 称 非 宣 复 序列 ”在 一 个 基因 组 中 只 有 一 个 措 贝 , 真 核 生物 的 大 多 数 基因 在 
单 异体 中 都 是 记 捕 上 的 。 

3， 去 度 齐 息 序列 “在 一 个 基因 组 中 育 2o10 ARN (但 是 9 -3 拷 只 常常 被 看 作 是 非 重 
复 序 询 ) ,如 组 表白 基因 和 栈 母 iRNA 基因 。 在 森 些 情况 下 ,这 些 序列 并 非 一 点 不 差 地 重复 ,这 
些 基 困 的 产物 在 氨 藻 酸 组 成 上 栈 有 涛 异 ,如 胚胎 ,胎儿 ,成 人 的 睾 红 蛋 自 8 链 的 一 系列 基因 就 
是 如 此 。 

3， 中 度 间 揽 序 列 ” 切 一 几 百 个 拷贝 。 中 度 重复 序列 一 般 是 不 编码 的 序 琳 , 据 认为 在 基因 
洞 控 中 起 重 下 的 作用 ,包括 开启 或 关闭 基 轩 的 活性 ,促进 或 终止 转录 , DNA 复制 的 起 始 , 其 转 
未 产物 参与 hnRNA 的 处 理 等 。 这 种 重复 序列 的 平均 长 度 大约 300 + bp, RAM THRE 
的 团 复 序列 ,每 一 种 平均 重复 数 百 次 。 它 们 在 一 起 构成 了 序列 家 族 。 它 们 与 非 重复 序列 相间 
排列 。 其 中 最 使 人 感 兴趣 的 就 是 人 类 的 Alo 序列 家 族 (AIn family) 和 其 他 哺乳 动物 中 的 Alu 
相当 序 狮 家 族 (AIn 一 equivalent family) ,在 小 鼠 中 有 500 000 Ay Alu 序列 相关 的 序列 , 称 
为 Bi 序列 家 族 。 . i 

Alu REPAIR Be, ABT 300 000 个 ，( 平 均 每 6kb DNA 就 有 一 个 )。 每 个 长 度 约 
300bp, 在 其 第 170 ERRERA AGOT 这 样 的 序列 , 可 被 眼 制 性 内 切 酶 AIa 了 所 切割 (4AG 
OT} ,故此 得 名 。 无 论 从 Aln 族 序列 的 长 度 还 是 从 其 重复 频率 上 来 者 ,Alu 族 序列 都 更 像 高 度 
重复 序列 ;然而 它们 不 同 于 离 度 重复 序 列 的 串联 集中 分 布 ,而 是 广 详 散布 在 非 重 复 序列 之 间 。 
太 Im 家 族 的 各 个 成 员 之 间 有 很 大 的 同 源 性 ,个别 成 员 与 其 一 致 序列 (congengng sequence) 之 
问 有 87 荔 的 同 源 性 ,每 个 序列 的 左边 和 右边 都 有 相似 的 1380bp 序 列 , 右 边 一 半 还 插入 一 个 31bp 
的 开关 序列 。 小 鼠 Bi 家 族 重复 序列 只 有 130bp， 相 当 于 Ale 族 重 复 序列 的 一 个 单 体 ， Bi 与 
Alu 有 ?0 一 80 允 的 局 源 人 性。4AIa 序列 很 像 转 座 元 ， 因 为 其 责 必 各 有 一 个 正 向 重复 序列 ， 然 
HEA 家 族 的 各 成 员 中 这 一 正 向 重复 序列 的 长 度 并 木 相同 ， 这 还 是 一 个 证 〈 见 第 十 一 章 第 
Ju), Alu 序列 申 有 一 段 14bp 的 序列 ， 与 某 些 病 毒 Cin SV40) 的 复制 起 点 附近 的 序列 十 
分 相似 。 然 而 Alu 序列 数 要 比 预 期 得 人 类 荡 因 组 的 复制 起 点 数目 多 10 偿 , 上 月 前 尚 无 法 解 
iz 

HF Alu 序列 在 人 类 基因 组 中 的 广泛 存在 , T AT E H R E E A A A H A y 


4。 高 度 重 复 序 到” 儿 百 个 到 几 百 万 个 拷 员 。 在 高 度 重 复 序列 中 ,有 一 些 是 重复 数 百 次 的 
WA, m rRNA 基因 利 某 些 tRNA BB, ADEE RPA. Ae RD. 
virilis) 染色 条 的 营 丝 点 附近 就 窑 在 车 此 种 高 次 重复 序列 ，ACAAACT 1,1x 107 ky (FA 


oa] 


因 组 DNA Ay 25%, ATAAAOT ACAAATT 各 3.6X108 持 由 ,各 占 基 因 组 DNA 的 Em, 每 
ARREARS TORS ,增加 了 它 的 浮力 密度 , 因此 在 变性 时 成 为 重 链 ， 另 
一 条 成 为 经 链 。 这 种 两 条 链 上 的 不 对 称 性 常常 是 许多 高 度 重复 序列 的 特征 之 一 。 高 度 重复 序 
列 - 般 不 转 汪 ,因为 在 这 些 极其 简单 的 核 背 配 顺序 上 缺少 转录 所 必需 的 月 动 子 。 然 而 ,在 DNA 
复制 时 它们 却 是 和 单一 序 济 览 制 得 一 样 快 。 大 多 数 高 等 实 核 毕 物 的 DNA 都 会 有 209% 以 上 的 
高 度 重复 序列 。 

让 高度 恒 复 序列 中 ， 常 有 一 些 A. 了 含量 很 高 的 简单 高 度 重复 序列 ， 例 她 句 秘 DNA 含有 
AT 的 简单 重复 序列 ,有 时 在 30 个 左右 的 碱 基 对 中 才 偶 条播 入 一 个 G.C 对 ,因而 全 ' 工 含量 达 
Ap., WT AT 段 泽 力 密度 较 小 ， 因 而 在 将 DNA 切断 成 数 百 个 夏 基 对 的 片断 进行 超 离 
心 时 ,常会 在 主要 的 DNA 带 的 上 面 有 一 个 次 要 的 DNA 带 和 伴随 ， 这 就 是 所 请 卫星 DNA( 主 
带 的 AT 含量 为 88 名 )。 有 的 高 度 重复 序列 的 碱 基 纽 成 与 总 体 的 碱 基 组 成 营 异 不 大 ， 因 而 并 
非 碾 有 的 高 度 重 复 序列 都 能 成 为 卫星 DNA。 在 这 种 情况 下 ， 可 以 用 其 他 实验 手段 ， 邵 复 性 
试验 把 高 度 重 复 的 DNA 分离 出 来 并 进行 鉴定 ; 可 以 发 现 他 们 与 卫星 DNA 有 相同 的 特点 , W 
再 联 集 中 分 布 。 有 时 把 这 种 高 度 重 复 序列 巴 做 隐藏 卫星 DNA (oryptic satellite DNA), BY 
显 的 卫星 DNA 与 隐 艾 的 卫星 DNA 加 在 一 起 通常 可 以 包括 基因 组 中 高 度 重 复 DNA 的 几乎 全 
MAUR Be 

EE DNA 在 染色 体 上 的 位 置 可 以 用 分 学 原 位 杂交 (in situ hybridization ay cytologi- 
cal hybriqization) 方 法 进行 鉴定 。 其 方法 是 在 瘟 玻 片上 将 细胞 裂解 , 次 性 ， 再 渍 加 放射性 宗 
记 的 单 链 (卫星 DNA 或 其 RNA)》 ,适当 洗 梁 ,然后 再 通过 放射 自 显影 方法 得 到 杂交 情况 的 照片 。 
实验 表明 ,卫星 DNA 位 于 着 丝 点 附近 的 异 染 色 质 区 。 ARERR PARR DNA 是 不 
表达 的 ;不 产生 RNA 和 重 自 质 产 物 。 继 胞 内 也 确实 不 存在 于 与 卫星 DNA 序列 相应 的 RNA, 
卫星 DNA 在 着 丝 点 处 的 集中 分 布 可 能 与 细胞 分 裂 时 染色 体 的 运动 有 关 。 


=, TEDNA 的 等 级 结构 及 其 起 源 和 进化 


哺乳 动物 的 卫星 DNA 常常 是 多 等 级 的 ,也 就 是 说 一 个 大 的 重复 单位 是 由 著 干 个 彼此 相似 
A | Se BLA FB BRR ER BY 每 个 小 重复 单位 是 由 若 于 个 彼此 相似 葛 更 小 的 重复 单位 串联 组 成 


fi. AM DREE DNA MRA EcoRI HARAY JORGO IA 可 以 得 到 


230240 bp 的 片断 ,通过 序列 分 析 发 更 一 个 234bp 序列 (图 2-9), 60~70% 的 卫星 DNA 都 
含有 这 样 的 序列 。 如 果 抬 234 bp 的 左 一 学 和 有 一 半 省 117 bp 排 起 来 ， 发 现 只 有 22 个 bp 不 
EZRA 19%, UAE 234 bp 重复 单位 是 由 117 bp 亚 重 复 单 位 倍 生 {quplication) 
而 来 ,然后 由 于 突变 而 积累 了 差异 。117bp KIRALYA 58pp 的 四 分 之 一 亚 单位 。 
四 个 58bp 亚 单位 之 阅 的 差异 达到 40%, S8bp 的 亚 单位 尺 本 以 分 成 两 个 八 分 之 一 的 亚 单位 ， 
一 是 28bpta 亚 单 位 ) ,一 是 30bp(B 亚 单 位 )。 开 个 八 分 之 一 亚 单位 之 癌 的 差异 达 61%, 如 果 
再 将 信和 分 之 一 亚 单位 分 成 三 个 部 分 , 则 每 一 部 分 帮 与 如 下 一 致 顺序 相近 似 ( 图 2-9)。 

GAAAAACGT 

GAAAAATGA 

GAAAAAAOT 


Jh R g 234 bp $ A DNA FF gE A KR — A 9 bp Ay DC tan ie E 
e42. 


al LAC CTéGĠAAaTAȚTGGCĠAGAA RA GA 


Bl AATCACGGAAAA GA GAAATACACACTIITT 


a2 CGACHIGHAATATGSCOAG ASA AR 


B2? AAACGIGG Tila GAAATGOTCCA 
i 
a3 GCGGACETIGG 


B3 AAGCATGS 


o CGaCTIGa TGACGAAAT cA 


i 

c 
GGCAAGAA TT 

| 

c 


A 
A 
A 
A 
| 
i 
A 


A 
| 
i GA 人 AACATCCA 
A 
A 


1 
BA AAACTCGIGCA TGA GAAATGEACA TGA 


改 ------------------- Oe ee eee tere 


WARS AAA CG [wat oye aaa aa TG A} CAAA a AAC TG A à 


图 2-9 小 中 卫星 DNA 的 334bp 重复 单位 及 其 八 分 之 一 亚 单 位 (四 个 = 亚 单位 
和 四 全 8 亚 单 位 )。 三 个 框 内 咕 示 三 各 一致 序 询 以 及 可 能 的 祖先 序列 


GAAAAATOT) 其 演化 原理 是 :在 某 一 特定 时 刻 囊 能 由 于 某 种 原因 使 一 个 DNA 序列 突然 模 
向 扩 增 , 产后 多 个 时 联 重复 单位 。 这 种 突然 的 机 向 扩 增 就 称 为 跃进 式 复制 〈saltatory repli- 
cation, 随后 ,由 于 突变 的 积 黑 ,使 各 重复 单位 类 去 了 同一 性 。 捧 后 再 经 历 一 次 且 进 式 复制 ,出 
现 更 长 前 重复 单位 :由 于 再 经 过 突变 的 积累 ， 使 这 更 长 的 重复 单位 又 兴 去 同一 性 。 如 此 瓦 复 ， 
直至 今日 ,以 后 仍 可 能 急 续 进行 下 去 。 这 样 , 927581173294 BHT POE Bl 
突变 积累 过 程 ,在 由 27—58 的 过 程 中 ,还 包括 了 两 个 插入 突变 ,一 个 插入 OQ 成 & 亚 单位 , 一 个 
插入 3 个 碱 基 成 为 8 亚 单位 (图 2-10)。 现 在 的 234 bp 的 重复 序列 也 并 不 完全 相同 ， 已 经 有 
突变 积累 ,有 的 Beo 包 II 说 别 位 点 发 生 突变 ， 碎 至 于 用 了 ooR I 切割 时 产生 468 bp 的 二 聚 体 
TEKEE RRC 2-13). 

RERA DNA 拷贝 数 的 扩 增 或 碱 少 可 能 是 由 DNA 的 不 均等 交换 (nanequal crossover) 
引起 的 。 细 钨 分 弄 时 ， 杂 色 体 的 宁 源 重组 是 十 分 严格 的 ,只 能 在 同 涛 序列 之 间 进 行 。 然 而 ,由 
于 卫星 DNA 的 高 度 串 联 重复 ,一 个 重复 序列 很 可 能 和 另 一 条 DNA 分 子 上 不 等 位 的 相同 重复 
序列 配对 并 发 生 交 泡 。 例 如 在 两 条 染色 体 上 省 有 5 个 ab 串联 重复 单位 ,如 果 按 图 3-11 发 生 非 
靠 位 配对 并 发 生 交 换 时 , 则 可 得 到 一 条 含 7 个 ab 重复 单位 ;而 另 一 条 只 含 3 个 ab 重复 单位 。 

图 2-11 所 未 的 木 均等 交换 是 全 符合 状态 的 【in rogister) ADEM ta thE AY i eB E 


sa ive 


Stn GAAAAATG 
跃进 式 要 制 


GAAAAATGT GAARA ATGT GAAAATGT 
RE 
27 bp #R [GAAAAACG TOAARAATGAGAAAAAC 


58 Dp FY CAAAAA CG TGAAAAATGAGA AAA AGT GA AAAACE Tut AAAATOAGAAAAACT, 


跃进 式 复制 


MAC 插入 3bp 
[cj (28 bp (30 bp} 
REARS 


58bp Ga A a a e B o B 


mo 


KAREM 

NERA a B, a, a4 a B og By a 成 og Ba 

= [ILII] 
95 h mi Éi "2 本 加 E a4 Ey) mee 


扩 增 234bp 成 为 
REEE DNA 


Bl2-40 4 RES DNA 遂 过 恬 阳 “复制 稚 帘 变 积累 的 交 束 过 程 而 演 亿 


Xabababababy XabababababababY 
x 


Xabababababy XabababyY 


图 2-11 DNA 的 不 内 等 交换 (全 符合 状态 ) 


另 一 条 来 色 体 上 不 等 位 的 整个 重复 单位 完全 相配 而 发 生 不 均等 交换 。 如 巢 在 一 个 重复 单位 中 
的 两 个 部 分 ,如 图 2-1I 中 的 ab, ALAC ELE M a 和 了 也 能 发 生 配对 而 出 现 不 均 千 
交换 。 这 种 非 等 位 配对 是 半 符 合 状态 {half-register) 。 这 种 不 均等 交换 的 结果 如 图 2-12 所 
示 。 


Xabababababy Xababababbababy 
a0 . ‘ 
Xabababababy XababaabY . 


网 2~12 Phy PhS eR 
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AGES RAI) BY SARRE ET TEARRE 2-13) MRANA E DNA, 
We Te A De Gh Se ms A EET 1/2 f, P/s 
们 ,2'/s 倍 等 非 整数 倍 的 重复 单位 。 在 图 2-19 Ht ALPES} EE Le RA 1/4 和 8/4 AR 
WORE Aft, 


Es NIUE DNA 的 EeoR 工 RAD LEE 


一 般 说 来 , 卫 量 DNA RRMA , Aly EP it RNA, 其 功能 或 许 是 其 
存在 而 不 是 其 序列 。 这 正如 上 面 我 们 所 看 到 的 小 鼠 卫 星 DNA 那样 的 铺 况 , 其 各 个 拷贝 之 间 相 
SI ARAL Fl. PRT TL DNA, 如 节肢 动物 的 卫星 DNA 是 由 几乎 入 辣 的 重复 间 位 组 成 
的 。 人 类 的 U2 snRNA 世 因 有 10~20 个 指 贝 ,在 第 17 号 染色 体 上 囊 人 联 保 中 分 布 。 每 个 重复 单 
元 约 6 000 bp, Ai HWP AAA 188 bp, 编码 序列 受到 自然 选择 的 压力 而 保持 相同 ,这 
是 不 难 理 解 的 。 难 以 理解 的 是 其 余 的 5 800 bp 前 交 握 序列 为 什么 也 要 保持 相同 。 当 然 其 中 包 
会 了 一 部 分 转 凶 起 始 , 然 止 以 及 转录 后 处 理 的 信号 ,它们 必须 是 保守 的 。 但 是 这 一 部 分 序列 也 
只 有 l00bp 左右 ,仍然 无 法 解释 其 余 5700 bp 的 保守 性 。 从 上 述 两 个 例子 中 ,人 们 不 可 避免 地 
会 得 到 下 述 结论 ; 任何 串联 重复 的 DNA 序列 , 不 管 其 中 是 否 会 有 编码 的 遗传 信息 , 都 将 经 受 
均一 化 作用 (Chomogenisation)。 尽 管 这 种 均一 化 狐 制 仍然 众说 纷 云 , 但 其 存 诗 却 是 公 斌 的。 
使 串联 重复 的 DNA 序列 保持 均一 化 ， 目 前 一 般 认 为 有 两 种 机 制 ， 一 是 交换 固定 (crossover 
fixation) ,二 是 基因 转换 (gene conYersion)。 这 两 种 机 制 与 基因 扩 增 一 起 维持 了 米 联 重复 序 
列 的 均一 化 (图 2-14)。 

交换 固定 是 由 相 几 疗 尖 重组 homologous out-of-phase recombination) HAER. E 
就 尾 说 在 姥 奈 轨 色 子 体 上 的 非 等 位 重复 序 济 之 问 发 生 了 同 源 重 组 ， 其 结果 产生 了 非 均 等 交换 
(图 2-14b)。 对 于 无 编码 功能 的 串联 重复 序列 来 说 , 非 均 等 交换 的 两 种 产物 沟 可 能 传递 下 去 。 
因此 突变 序列 惨 公 被 淘 深 , 妥 么 迅速 占据 整个 重复 序列 。 而 对 于 申 联 重复 基因 来 说 ,在 大 岁数 
情况 下 突变 种 因 将 被 淘 尖 ; 但 有 功能 的 突变 基因 序列 亦 有 可 能 迅速 扩展 。 在 非 约 等 交换 中 指 
路 数 减少 了 的 重复 序列 可 以 在 后 代 中 通过 基因 扩 增 恢复 原 有 的 指 贝 数 , Aa SA rDNA 的 
ERRE fbe 

BERR DAR PA ARRANA. MARA PAS RRS 
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tas tbe. | 


<> 


MW ee ee 


>- 


A ratte Noes 


TIESA RR TERT 


一 一 下 


ements 


EZ» 


[seen 列 中 消失 而 在 KORA) PT Ae 


E 


=D 
Ep- 


MERA EDT OARE An 
REN PARIS AAA EH E E i — ir 


-4go 


tO 基因 转换 


A ae 


Hi wih 


+ 


Co ey fF > 灾变 拷贝 开始 扩 时 
Hu ”交换 固定 和 基 岂 转换 与 基因 扩 增 共同 维持 了 串联 序列 重复 序列 的 均一 性 
G) SEPM, (D RHE, (0) 基因 转换 
滨 双 链 , 再 经 修复 后 产生 基因 转换 ( 详 见 第 十 一 章 )。 基 因 转 换 的 结果 示 于 图 2-140。 需要 指出 
的 是 ,基因 转换 同样 能 使 申 联 重复 序列 保持 均一 化 。 


四 、 染 色 质 和 核 小 体 


1 染色 质 ” 真 核 生 物 的 染色 体 在 细胞 生活 周期 的 大 部 务 时 间 蛙 都 是 以 染色 质 (ohroma- 
tn) 药 形式 存在 的 。 染 色 质 是 一 种 纤维 状 结构 ,叫做 染色 质 丝 ， 它 是 由 最 基本 前 单位 一 一 核 小 
体 (nueleosome) 成 串 排 列 而 成 的 。 在 细胞 核 的 大 部 分 区 域 , 染色 质 丝 的 折 释 压缩 程度 比较 小 ， 
进行 细 甩 染色 时 着 色 较 浅 ， 这 一 部 分 染色 质 叫做 常 染 色 质 (euohromatin) , Hie DNA 
的 包装 此 (packing ratio) $54 1000-~2 000, Bp DNA 的 实际 长 度 是 染色 质 长 度 前 1000 一 
2 006 倍 , 细 胞 分 裂 时 , 常 染 色 质 进一步 折 各 压缩 ,形成 典型 的 染色 体 结构 (图 2-15) :这 时 DNA 
的 包装 比 约 为 10 000。 而 着 丝 点 等 部 位 的 染色 质 给 在 细胞 间 期 就 折 委 压缩 得 非常 紧密 ， 和 和 细 
胞 分 发 时 染色 钵 的 情况 差不多 。 这 部 分 四 做 措 染 色 质 (heterochromatin)， 其 DNA 包装 比 
在 整个 细胞 周期 中 基本 上 漫 有 变化 。 异 染色 质 又 可 分 为 两 类 ,一 类 岂 做 组 成 性 异 染 色 质 (cons- 
titutive heterochromatin) ;其 DNA 序列 从 来 不 转录 ,如 卫星 DNA, 另 一 类 电机 动 性 异 染 色 
i facultative heterochzomatin)， 它 在 某 些 情况 下 为 常 染色 质 ,在 某 些 情况 下 (不 同性 别 ,不 
FUER SD CY A eG Se NN, SF RL EE A Pe a 
MENERA NERT, AE Re. MEP me Be A a 
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六 基因 活性 的 一 种 手段 ,那么 , 常 染 色 质 部 分 的 基 六 是 否 都 具有 转录 活性 呢 ? 也 不 是 。 在 一 个 竺 
定 的 时 间 肉 ,只 有 少 部 分 基 图 在 转 人 党 。 辣 见 。 处 于 常 染色 而 状 几 只 是 基因 鱼 录 的 必要 条 件 , 而 
不 是 充分 条 性。 

染色 质 和 和 染色体 的 家 大 的 包 奖 比 就 提示 了 ,DNA 不 可 能 直接 包装 到 细微 的 染色 质 丝 中 去 ， 
罗 不 可 能 直接 构成 染色 体 , 而 是 必须 有 一 系列 的 铺 构 等 级 ，DNA 和 组 蛋白 构成 核 小 体 , BD 
体 再 绕 成 一 个 中 空 的 蜡 线 管状 结构 , 这 种 混 线 管状 结构 (有 的 部 分 就 是 珠 状 核 小 体 结构 ) 就 成 
为 染色 质 丝 。 染 色 质 丝 再 与 许多 非 组 蛋 委 结合 形成 染色 体 结构 。 这 种 结构 等 级 示 于 图 2-15。 


RERA 


组 蛋 自 出 连接 


图 2-15 染色 体 的 结构 等 级 


和 -六 小 体格 小 体 是 构成 染 包 质 的 基本 结 稳 单位 , 使 得 染色 成 中 DNA, RNA MEAR 
BARI ARREDUAR HE 1974 E ATA BA SUEDE On GERA RX 
muah 2 Be MELA. SRNE E AIRRA MNE (morococoal woolease) AAR E 
JE, TO LSE E R E RTE DEN A RS 

FARRAR aH 200bp 让 右 的 DNA 和 一 个 组 蛋 自作 素 休 以 及 一 个 分 子 的 组 蛋 自 
11 E/E RE URE 2A B2B, H3 和 H4 各 到 个 分 于 所 组 成 ,因而 这 四 种 组 蛋白 
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SUP PO EA» A TARSA RAR OMRE DNA YB DNA (core DNA), 
证 位 于 两 个 核心 里 粒 之 癌 的 DNA 则 称 为 连接 DNA (linker DNA), ARA HL RRA 
DNA 上 。 

组 蛋白 是 一 种 回 怕 蛋白 质 , 等 电 点 一 般 在 PH 10.0 以 上 ,是 由 于 它们 含有 较 多 的 碱 人 性 氨基 
RRM. ATE MHL ASB LAL. WIAA, TUH O.2mol/L HS0, AEAT 
以 溶解 , 面 DNA 却 不 溶解 。 - 

一 般 真 核 生物 的 染色 体 上 有 五 种 主要 的 组 蛋白 , 分 别名 为 H1、H3A、 H2B, H3, H4, 它 
们 在 同一 生物 欧 不 同 组 织 中 全 一 样 ,在 不 同 的 真 核 生物 中 也 很 相似。 

H4, py 102 个 氨基 酸 所 组 成 , 分 子 量 11 282, 富 含 精 气 酸 和 庄 氨 酸 。 互 4 在 进化 中 极为 
保守 ， 儿 乎 每 种 真 核 生 物 都 一 样 。 

H3: 135 +} RM TER, BLARING A — ARG ERIS 000, 
HAMAR. H3 在 进化 中 也 很 保守 。 

HOR, 125 个 氨基 琶 ,分 子 量 13700， ase, H2B 在 进化 中 也 是 保守 的 。 

2A, 129 个 氨基 酸 ， 分 子 其 14500, NERMAN, HOA 在 进化 中 也 较为 保守 。 

Hi, 215 ARER, ATH 25000, ARAR EEF HI 最 不 保守 。 在 同一 种 生 
物 中 ， 也 有 多 种 H1。 . 

SARE ART, BAL Ne REM, CB RE AE, RAF 
HEAR NEARER, BAR), OWE AKRE RR 
AR). RAARA DT HUERSM ITE 2-4。 


Hl-4 SHARAD FAAS 


“EEREE |.) oo OD TT 
a reo de dl 
m | 极度 窗 售 Lys 20% | ia| 20° | s% © sa | zs so00 | gant 
Ha v l ng e 1.2 | nal 1.4 129 14500 | me 4 
: _ to | | | | 
| ” | 19% | e% | aa BH or | 126 | maj 
. ann a f | | 
Ee | oe [ss | e jaa Le uss [asa w 
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* MAER: HE Se NRO DBRT, VACHT ER DNA 上 ， 只 是 一 种 习惯 说 法 ， 


在 五 种 组 蛋白 由 ， 除 了 互 1 以 外 ， 洪 余 四 种 有 相互 作用 以 形成 聚合 体 的 趋势 ， 它 们 通过 
端的 昔 水 所 基 酸 相 结合 ， 碘 ND 端的 碱 性 氨基 酸 其 向 四 面 伸 册 以便 与 DNA 分 子 相互 作用 。 
HS 和 HA 的 亲和力 最 强 ，H2A M HB 的 亲和力 也 很 强 ， 瑟 2B 和 是 4 世 容 易 铺 合 。 四 
种 组 蛋 妆 的 亲和力 可 用 图 解说 明 如 下 (图 2-16), 
四 种 组 蛋白 分 于 是 如 何 结合 咸 八 京 体 的 呢 ? 早期 曾经 认为 是 两 个 是 3 TA HA 
TERURE, WW HA PAP eB 分 子 结合 成 四 党 体 , 然后 两 个 四 聚 体 再 结合 成 八 
BG. BL A Kag EAN 鞭 衍 射 以 及 中 子 散 射 等 方法 对 说 小 体 结 袍 的 研究 ， 认 为 是 两 个 
a 490 
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图 2-16 四 种 组 蛋白 亲和力 图 解 

H3 分 子 和 两 个 了 4 芬 子 先 形成 四 素 位 ;然后 再 与 两 个 由 H2A 和 HB 构成 的 异 二 聚 体 (hete- 
rodimer) 绸 合成 为 八 训 体 。 现 已 知道 ， 杰 小 体 其 有 二 分 对 称 性 (dyad symmetry), MAE 
《HS)skH4)。 中 的 两 个 H3 的 连接 处 恰恰 就 在 这 -一 对 称 轴 上 。 四 种 核心 组 蛋 名 分 子 除了 其 弓 基 
末端 的 厦 性 拟 基 区 尾巴 之 外 ,都 内 有 一 个 结构 域 (Single domain) ,它们 在 八 聚 体 上 丰 互 连接 
的 次 序 是 2A—H2Bp 4—_H3_H3$-H4--H2B 一 HH2A。 这 一 连接 顺序 与 上 述 的 四 种 核心 
AE ASF KA RESO, AP ALE ST EE (ramp) ER, E 
径 为 TOA, WUE ATA, ECR IARLEET 1.75 DNAC46 bp) MRE, 使 
> ROPER BUMARST, BEBER 60A EEA 110A ,DNA TERMED 
Bi, ARA ee MP EERTE 2-17, 


Bei 核 小 体 中 各 组 蛋 自分 子 的 科 置 。 图 中 一 ?+7 表示 146bp 的 DNA E 
的 位 点 ， 每 位 点 相距 大 约 30 bp。 | 表示 二 分 对 称 的 对 称 轴 。 
(a) Bot BRE, Co) HOMEA 1/8 DNA 
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APRA k H3 和 瑟 4 区 形成 四 聚 体 ( 互 3)30H4)#, 这 个 四 聚 体 像 一 个 端点 错开 
的 弹簧 整 图 一 样 , 它 雇 定 了 与 之 结合 的 核 小 体 DNA 中 心 节 段 大 约 70-~80 bp 的 走向 并 由 此 决 
定 了 整个 核 小 体 DNA 的 走向 ;然后 2A W HB 形成 的 异 二 束 体 结合 于 四 聚 体 的 两 个 铺面 ， 


H2A H28 CH3, H4 HZA HIB 
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图 2-18 核 小 体 组 装 过 程 示意 图 
(a) Ha) (H4)2 RIG RR OER HY, 
70~ 86 bp DNA MH Lit, ERMER, 
(h) H2A 一 H2B FORA AFORE 
E. (c) SP R2ASH2BR OM KY ge~sobp 
ao, Seem. 《dy H1 DNA 
a, ME RM HO 


每 个 异 二 聚 体 与 中 心 节 段 DNA WARY 30 
一 40bp 的 序列 结合 ， 最后, 组 蛋白 HI 与 特 
定 的 DNA 构象 结合 , 封 住 了 核 小 体 的 进口 和 
出 口 (图 2-18)。 这 一 模型 与 Welsonfeid 等 人 
人 实验 结果 相符 , WERD H2A 与 H2B 的 
情况 下 , 互 3.H4 hes DNA 形成 类 似 于 
核 小 体 的 结构 ， 特 别 是 表现 在 超 疙 旋 以 及 抓 
抗 党 球菌 核酸 柱 的 降解 等 性 质 方面 ， 而 单独 
的 H2A, 2B at H2A—H2B 财 无 此 能 力 。 
在 这 个 模型 巾 , 了 3 二 素 体 处 于 中 心 位 置 , 对 
RUF TA RA HE 区 lug 等 人 的 核酸 酶 
降解 试验 :对称 辆 记 穿 过 的 大 沟 是 朝向 再 3 二 
RA 这 与 典型 的 Cro MEM, CAP RAR 
以 及 和 阻 巡 蛋白 等 调节 蛋白 质 与 BNA 序 列 的 
作用 不 河 。 此 外 ，H3 分 子 第 110 位 上 的 sys 
很 可 能 相互 结合 成 二 硫 桥 ( 图 3-19)。 


图 2-19 组 蛋 央 四 聚 体 与 对 称 轴 奉 近 的 
两 图 DNA 蛇 旋 ， 对 称 灿 所 通过 的 大 沟 朝 
向 Ha SRE 


关于 核 小 体 在 DNA SURE ERR AERD 问题 是 过 儿 年 来 染色 质 结构 研究 方 而 的 
焦点 之 一 。 这 个 问题 不 仅 是 转 小 体 装配 和 染色 质 结构 问题 ,而 且 与 DNA 的 复制 和 基因 的 转录 


密切 相关 。 


EFAS CARL, 核心 DNA 是 否 也 有 序列 的 对 称 性 或 基 种 序 询 的 
优先 性 ? Witting 等 人 (1982 年 ) 曾 提出 过 人 TOGA EPR AER MADAM, 1 
苹 实 验 结果 远 非 如 此 。 因为 能 够 与 组 强 自 核心 东 粒 相连 接 的 DNA 序列 具有 极 大 的 多 样 性 ,于 
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是 人 们 又 提出 一 个 调和 的 解释 , 即 核 小 体 定 位 具有 某 种 序列 优 洁 性 ( 如 上 述 的 TTCGA) ,好 以 
该 序列 为 识别 们 号 先 在 一 段 DNA 上 形成 第 一 个 核 小 体 ， 然 后 较 照 距离 形成 其 余 的 核 小 体 ， 
这 样 的 调和 的 解释 ， 无 法 说 明 核 小 体 间 DNA 即 连接 DNA) 的 长 短 不 一 。 

由 此 看 来 , 核 小 居 定 位 主要 不 是 由 组 蛋白 八 取 条 与 特定 的 DNA 席 列 相互 作用 而 次 定 前 ， 
而 是 由 DNA WRASSE, 在 此 基础 上 发 生 了 组 蛋白 分 子 (可 能 是 五 3 一 
H3) 与 特定 的 DNA 构象 发 生 相 互 作 用 。 这 种 夯 有 特 竹 是 什么 距 ? 其 中 最 重要 的 一 点 就 是 DNA 
双 螺 旋 的 可 弯曲 性 (bendability)。 事 实 上 ,DNA 双 坚 旋 在 组 蛋 身 八 率 体 上 紧密 地 缠绕 着 。 这 
int, DNA 双 絮 旋 的 两 条 沟 ( 大 海 和 小 沟 ) 也 必然 发 生变 化 ， 向 着 组 和 蛋白 八 率 体 的 一 面 变 窄 ,向 
儿 的 一 面 变 宽 。 在 这 样 的 DNA 与 组 蛋白 的 复合 体 中 , DNA 分 子 必须 能 够 适应 这 种 变形 ， 第 
一 章 中 我 们 已 经 讲 到 DNA 的 碱 基 序 列 分 布 的 不 均一 性 。 正 是 这 些 不 均一 性 造成 DNA ERM 
的 局 部 结构 特征 这些 局 部 特征 的 加 和 效应 就 决定 了 一 长 段 DNA 的 结构 特性 。 因 此 ，DNA 双 
螺旋 一 般 并 不 表现 各 向 同性 ， 而 是 各 向 异性 的 ; 在 某 一 方向 上 容易 弯 砷 ， 而 在 另 一 方向 上 
可 能 相反 。 必 须 指出 ， 即 使 在 鲜 乏 蛋白 质 与 之 相互 作 用 的 情况 下 ， 这 种 可 弯曲 性 也 是 存在 的 
(国有 的 内 在 的 可 鹤 曲 性 )。 组 蛋白 八 聚 体 对 于 DNA 的 特异 性 识别 必须 是 与 整个 核心 DNA 
相 豆 作用 的 结果 ,而 位 于 八 聚 体 二 分 对 称 点 处 的 DNA 序列 必然 出 两 辟 的 其 他 序列 更 为 重要 。 
人 们 用 DNAase I 切割 含有 核 小 体 的 DNA， 人 们 发 现在 核 小 体 表面 的 DNA 38 he Jel UE 
10.32bp/ 圈 。 人 们 通过 对 大 量 的 核心 DNA 进行 统计 序列 分 析 ， 发 现 了 AT 和 群 和 G.Q 群 贸 
Raio zbp 的 周期 进行 调制 ?而且 这 两 种 调制 形式 中 的 一 种 是 A. 工 占 优 势 , 一 种 是 GO 占 优 
势 。 进 一 步 分 析 发 现 ， 友 : 工 娩 处 的 小 沟 向 着 组 蛋白 八 育 体 (向 内 ); TG- O 群 处 的 小 沟 则 离开 
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JGRIKISS. AA Travors 等 人 (1986) 对 177 个 核心 DNA 序列 进行 诺 细 的 研究 (图 2-20), 
MAT PEEL A—A/T—T 二 核 若 酸 形式 出 现 的 ， 这 也 包括 A 一 A 一 A/T 一 了 一 了 和 
A—A—T/A—T_T BHEZKEREM. AAA A 人 一 A/T 一 个 的 三 核 苷 酸 形 式 则 不 适合 ， 
in O-A—A/T—-T—G, iif G-O 群 调制 是 以 G 一 0/G 一 Q 二 核 背 酸 形式 出 现 的 ， 这 也 包括 
a—G--0/0--0—0 RRKT RERE MAiA G—0/6—0 WERE M i 
Bi» m A—G—C/G—O—T, 

EMBER BER ERT DNA DKEA A ih PE EMM AA — RUB AD E E 
UTE ROR RL, BR RE By 10.2 个 bp 仍然 符合 调制 的 周期 性 ,在 八 聚 体 的 
二 分 对 称 点 处 ， 小 沟 是 离开 核心 颖 粒 向 外 的 ,而 二 分 对 称 点 义 恰恰 与 A 一 A/T 一 了 相 结合 , 这 
BRR PEAR. BERS HM, RAR H3 一 H3 与 这 一 他 
De DNA 相互 作用 并 有 可 能 改变 这 一 小 段 DNA 的 双 螺 旋 周 期 。 

关于 组 蛋白 HI 的 位 置 和 作 昨 近年 来 也 取得 新 的 进展 。HI 分 子 很 小 ,无 法 在 电子 县 微 慌 
下 知 到 ;然而 ,可 以 通过 它 对 部 分 折 释 的 染色 质 状 态 的 影响 来 挫 测 它 的 位 置 。 在 15 mmol/L 
向 离子 强度 时 ,在 电子 显微镜 下 观察 含有 HT 和 不 会 H RE, AWA 的 染色 质 旺 现 
省 序 的 结 档 ,区 中 核 小 体 规则 地 徘 列 成 之 字 路 径 ,( 其 平 的 南面 一 面 贴 在 金属 网 上 ,一 面 朝 上 )。 
之 所 以 如 此 ,是 因为 壕 入 核 小 体 的 DNA 和 离开 核 小 体 的 DNA 举 得 很 近 ,因为 核 小 体 差不多 
省 阿 整 风 十 曝 旋 。 面 侧 少 互 1 的 染色 质 。 进 入 核 小 体 和 离开 核 小 体 的 DNA 链 差不多 在 核 小 
体 两 仙 ， 因 而 电子 显微镜 下 旦 直线 形 排列 , 弄 且 这 料 的 核 小 体 容易 散 开 。H1 的 存在 则 防止 其 
AGE, HI 必定 是 稳定 DNA 进出 核 小 体 部 位 的 结构 ， 可 能 是 基于 特定 DNA 构象 的 识别 。 用 
CAREER SE PEI IE, BASE AT LLB] 166bp 的 片断 * 但 是 很 不 稳定 ， 
进一步 降解 则 得 至 比较 稳定 的 Mbp, 这 可 能 是 西区 DNA 中 每 端 各 有 10 bp 从 核心 颗粒 上 
ok, ABA RERE A. HFA 10bp 的 DNA 序列 的 两 端 相距 很 过 , 能 同时 与 
HL 分 子 结 台 而 被 锁 住 。 这 样 , 册 166bp 的 DNA 侥 在 给 蛋白 八 束 体 外 面 形成 二 园 超 螺旋 并 由 
HH1 在 进出 口 将 DNA 锁 住 。 这 样 的 结构 称 之 为 洪 色 质 小 体 Cchromatosome) , 其 实 这 应 该 是 
更 为 平 确 的 核 小 体 的 信义。 人们 所 发 钢 的 各 种 生物 染色 质 DNA 的 重复 单位 总 是 大 于 160~ 
170 bp, 因此 许多 学 者 认为 应 该 取 166~168 bp 而 不 是 146 bp 作为 核 小 体 结构 的 一 个 不 变 因 
ATE DNA 则 会 相应 地 缩短 ,如 小 鼠 染 色 质 DNA 重复 单位 为 200 bp, 面 连接 DNA 则 为 
82~34bp, 有 的 生物 的 连接 DNA 可 能 近似 于 0。 

祝 小 体 与 连接 DNA 构成 串珠 状 的 染色 质 丝 ,在 有 丝 分 裂 过 
程 中 ， 绅 珠 状 的 核 蛋 白 纤 丝 进 一 步 螺 旋 化 和 折 迷 成 为 直径 约 
300 A 的 螺 线 管 结 狗 ,每 加 螺旋 有 6 个 核 小 体 组 成 , 螺 线 管 的 中 
KAERA 100 A 的 空 腔 ( 图 2-21), H 1 组 蛋白 连接 在 核 小 体 
与 连接 DNA 的 会 合 点 ;不仅 维持 了 核 小 体 的 稳定 , 而 且 对 子 维 
持 这 样 高 一 级 的 结构 负 有 主要 责任 。 体 外 实验 证 明 , 瑟 1 组 蛋白 
能 使 DNA 的 结构 更 加 致密 。 册 于 HL 维持 了 染色 质 的 高 级 结构 ， 
可 以 设想 ， 在 细胞 周期 中 各 个 不 同时 相 的 染色 体形 态 变化 可 能 
与 了 H1 组 蛋 自前 数量 和 种 类 变化 有 密切 关系 。 


图 2-21 Ep AR a - 
BERS, SARE 实验 证 明 ， 在 DNA SHME, Baas H4, H3, 
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离 。 世 就 是 说 ,在 梨 色 体 的 复制 中 , DNA 是 半 保 守 ; 耐 DNA StS AVE A JURA ALES 
守 。 以 后 我 们 谈 到 DNA 的 复制 机 理 时 再 讨论 组 蛋白 八 栗 体 的 组 装 尚 题 。 

DNA 在 核 小 体 上 的 走向 , 决定 于 (H3)a(H4)s DUR AHR, DNA 在 接 小 体 上 总 是 左 
手 方 向 总 绕 的 ,这 与 单 独 的 DNA 分 子 在 溶液 中 自身 纺 绕 成 的 超 嵌 旋 方 向 正好 相反 , 然而 却 辐 
是 负 超 螺 旋 。 这 是 同样 的 拓扑 参数 的 不 同 表现 ,区 别 在 子 一 个 是 自身 缠绕 ,一 个 是 支持 牺 上 纺 
绕 。 在 护 小 体 结构 方面 有 不 少 的 工作 都 是 以 SV 40 的 微 染色 体 (mnainiehromosome) , 
SV 40 DNA 是 5243 bp 的 环形 DNA( 轮 亡 长 度 为 1500nm) , 在 寄主 体内 能 与 寄主 的 组 疏 白 八 
雍 体 形成 核 小 体 结构 , 其 轮廓 长 度 为 210nm。 这 样 , 包装 比 等 于 1 500/210s7。 改 变 盐 浓度 ， 
可 以 得 到 较为 检 弛 的 具有 较 低 包装 比 环 形 囊 歼 状 结构 。 可 见 染色 质 丝 在 体外 不 同 条 件 下 可 以 
采取 一 种 以 上 的 形式 ,除去 组 蛋 自 ,可 以 产生 负 超 螺旋 DNA( 图 2-22) 。 由 于 核 小 体 的 组 表白 被 
除去 时 ，DNA 能 够 生成 负 超 景 族 , 那 么 当 DNA 处 在 核 小 体 表 面 时 ,必然 处 于 松弛 状态 。 正 是 
出 于 组 理 白 的 作用 ， 才 解除 了 松 编 状态 造成 的 张力 。 实验 表明 , 核 小 体 上 DNA WSS BY 
10.3 bp/ H, 而 不 是 像 在 深 液 中 那样 为 10, 5 bhp/ 图。 然而 以 小 体 F DNA 鱼 构 周期 并 尔 均 名 。 
POW RW DNA 可 能 高 达 切 了 7 bp/ 赔 。 


五 、 Tay (centromere) 


RO ee ha ng ee ns E 
的 不 连续 性 ， 因 此 大 们 曾 一 度 认 为 着 丝 点 是 商 个 
构成 染色 体 的 DNA FREER, BE, A 
色 体 是 一 条 完整 的 DNA 分 子 的 发 更， 人 们 才 知 
i, HEAP PTR tk DNA EKE OR 
FF, BEM TOME. WARE 
体 步行 法 ( 见 第 六 节 ) 天 们 找到 酵母 第 3 号 染色 体 
BIE OEN 3 MRR I. HORNS 插入 
SURESH, AEREA 2A RB 
5 9B fa Be A BS h F A i e Ay RGF 
为 。 所 有 的 着 丝 点 序列 都 含有 大约 130 bp 长 的 序 
列 , 其 中 部 序列 窜 含 AT, 两 器 则 为 两 用 高 度 保守 
的 序列 (图 2-23) 。 在 着 巡 点 序列 附近 ,还 有 高 度量 
ARTE DNA, XB UR DNA 不 能 与 组 蛋白 绩 
合 ,因此 形成 异 染色 质 区 域 。 在 CEN ENDER 也 Oe 
区 域 , 大约 220 到 250 bp, 比 其 他 部 分 的 染色 项 SEHR DNA 


更 能 抵抗 核酸 酶 的 水 解 。 这 部 分 与 多 种 蛋白 质 结 图 2-22 从 SV40 的 向 染色 
ARAD EK (kinetochore) , 动 康 体 参与 了 和 纺 体 可 以 得 到 负 超 螺 旋 DNA 
成 分 工 咸 分 五 成 分 下 


CEN 3 ATAAGTCACATGAT—38 bp(93% AT) -TGATTTCCGAA 
CEN11 ATAAGTCACATGAT]89 bp(44 AT) TGATTTCCGAA, 
CEN 4 AAAGGTCACATGCT—42 bp 93% AT)—TGATTACCGAA 
图 2-23 BE TREE 
e Gå » 


MME. TEDSRKA DNA iy ai AAi DNA YARANAR. 
An MH (telomere) 


人 们 很 早 就 发 现 , 用 习 SRRI AREH RR, ERROR TA RT 
此 断 可 以 相互 连接 ,但 是 天 然 染色 体 末端 则 不 能 与 其 他 片断 发 生 连 接 。 这 就 说 明天 然 的 染色 体 
末端 结 构 与 内 部 不 同 , 即 有 某 种 结构 将 染色 体 未 讽 封 住 ,使 之 不 能 与 其 他 跌 裂片 断 相 连接 。 这 
种 结构 ,大 们 称 之 为 端 粒 (telomsre)。 在 低 等 真 祸 生物 的 营养 核 { 大 核 ) 中 有 大 量 的 rDNA 分 子 ， 
很 容易 发 现 其 端 粒 结构 .如 尖 毛 出 ozytrdcpa 这 种 原生 动物 的 营养 核 中 就 有 宇 25 000 个 rDNA ， 
大 小 从 400 bp 直到 20 000 bp, 尽管 这 些 原生 动物 在 进化 上 表现 出 多 料 人 性 ,但 在 端 粒 结 狗 上 起 


非常 相似 ， 

CL) 都 有 许多 旺 的 正 向 重复 序列 ,这 些 重复 序列 可 以 写成 租用 形式 ,8 人 父 /全 于， 关中 
=1~8, 站 = 1~…4。 端 粒 的 5 来 端 总 是 在 富 会 OWAE WAN 3 末端 总 是 在 窗 售 G WE 
上 。 

9》 具有 一条 间 链 未 映 , 而且 这 条 单 链 总 是 富 含 G 的 链 即 带 有 3/-OHH 的 单 链 来 并。 

(3) SAYRE DNA 的 末端 不 能 被 外 切 核 酸 酶 及 单 链 竺 异性 的 内 切 核 堆栈 下 识别 ， 才 明 端 粒 
部 分 的 DNA 可 能 受到 蛋白 质 因子 的 保护 。 

1986 年 ,Gottschling 和 2Zakian 从 尖 所 中 的 罕 关 护 中 分 离 出 西 种 螨 煌 蛋 帕 ,一 种 为 55Kd， 
男 一 种 为 6Ka 它们 与 端 粒 牢 固 地 结合 , 当 用 高 沈 产 朴 湾 液 将 所 有 的 组 蛋 自从 浊 色 质 上 解析 
出 来, HOBIE GARTH DNA WAR REAA BIRR TAH 100 bp HIERNA 
16bp 的 单 链 尾巴 。 这 种 结 合并 不 是 共 价 结合 , 价 然 依 昔 氢 键 及 van der waal 力 与 DNA 结合 。 
这 种 端 粒 强 自 (主要 是 55Kd EDH AA, BERMEN ERAEN EARI REE VK 
端的 单 链 序列 ， 否则 结合 能 力 急剧 下 降 。 如 时 以 天 然 的 尖 毛 虫 端 以 DNA 的 结合 能 力 为 1, 出 
天 然 双 链 加 中 机 单 链 必 到 这 样 的 DNA 结合 能 力 仅 为 0.02; 随机 哎 链 加 无 然 单 链 尾 巴 的 DNA 
Hy Ook y EAE @ 的 链 (天 然 序列 ,但 仅 为 音 链 ) 绪 合 能 力 为 4.2。 这 些 端 驻 看 和 可 能 不 仅仅 是 简 
单 的 结合 蛋白 ,很 可 能 与 真 核 生物 红色 体 线形 DNA 来 端的 复制 有 关 。 

YORE HA Coontromore) Fi DNA RJR AAE RRR ET SLD = ER EA 
NEERAREMA RE BS k (包括 着 丝 点 和 复制 原点 ) 拼接 起 
SEALS AREAL. 成 为 人 造 的 当 色 体 。 当 这 种 人 造 染色 休 DNA 大 于 300 Kb 时 ， 能 正常 地 
精确 池 在 子 代 细胞 之 间 进 行 分 配 ,就 像 天 然 的 染色 体 一 样 ;而 先 小 的 入 造 染色 体 则 常常 不 能 精 
确 地 分 配 。 这 可 能 是 因 为 较 小 的 染色 体 复制 太 快 , 子 代 染 色 体 相互 分 离 过 早 , 而 不 能 在 纺 经 体 
上 正确 地 排列 。 

5! Oy 3A we 


EPAR DNA 重复 单位 为 “sr OB ae A 


BIA eA CUTCCAGG o 
的 重复 序列 为 ， HOTGGTGTGAGCTCO, 


BOA SOA sats va 
Giga, PERR am SEBEL Me 


第 五 节 真 核 生物 的 基因 *~st 


一 、 不 连续 基因 (interrupted 或 discontinuous genes) 


自从 1977 年 Broker 和 Sharp 等 人 发 现 了 不 连续 基因 以 来 , 现 已 知道 绝 大 多 数 真 核 生物 
巷 因 部 是 不 连续 基因 。 所 亩 不 连续 基因 就 是 基因 的 编码 序 济 在 DNA 分 子 上 是 不 连续 的 ,为 不 
编码 的 序列 所 琳 开 。 这 是 大 们 关于 不 连续 基因 特征 的 初步 认识 ,编码 的 序列 称 为 外 元 (ex0n)， 
不 编码 的 序列 称 为 内 元 (intron) ,又 称 汶 介入 序列 (infervening sequence), 如 果 一 个 基因 
有 nn 个 介入 序列 ,一 般 总 是 把 基因 的 编码 部 分 分 割 成 +1 个 序列 , 故 有 内 和 外 之 称 。 介 入 序 
列 的 起 源 和 它 存在 的 生物 学 意义 是 一 个 极其 诱 人 的 入 究 课题 ， 但 是 日 前 还 不 党 全 清楚 ， 有 多 
种 假说 ,相互 之 间 有 不 少 扳 元 的 地 方 , 但 无 疑 都 是 与 基因 的 分 子 进 化 多 切 相关 的 。 有 关内 容 将 
ERETTE, 

正如 前 言 所 述 , “AST EAM TS, WEER, MAT TOE 
WRABA RARER SATIS BU TR. Sede 1980 年 , Church 等 
人 就 发 现 丁 酵母 线粒体 细胞 色素 氧化 酶 基因 的 内 元 产物 是 该 基因 mRNA 前 体 进行 拼 eI Be 
式 作 用 因子 ,这 种 因子 后 来 称 为 mRNA 成 狼 酶 (maturasg。 其 细节 将 在 转录 后 处 理 一 节 和 叙述 。 
1985 年 ，Michel 等 人 又 发 现 醉 母 线粒体 第 工 类 内 元 编码 的 蛋白 质 与 还 原 病 毒 的 逆转 肝 酶 具 
有 很 大 序列 相关 性 ,这 就 蜡 示 了 该 蛋 帕 质 在 内 苑 传播 方面 可 能 具有 重要 意义 。 同 华 ，Jacquier 
等 人 又 推 淹 醇 母 红 rRNA 基因 的 内 元 rt 第 工 类 内 元 ) 编码 前 恒 白 质 可 能 具有 转 座 酶 的 
功能 ， 该 酶 可 能 参与 内 元 在 基因 特定 位 点 上 的 整合 。 司 来 他 们 证 明 .了 这 个 ?335 个 氨基 酸 组 
成 的 转 座 酶 确实 能 将 这 个 内 元 转移 到 不 依 这 个 内 光 的 相同 基因 (omega ) 中 去 ， 而 对 于 已 
含有 这 个 内 元 的 相同 基因 《omega+) 则 不 能 再 发 生 转 移 。 这 是 一 个 基因 好 换 过 程 (gene 
conversion)» 其 具体 机 制 还 有 待 于 对 该 转 座 酶 的 生化 性 质 作 进 一 步 的 检验 。1986 年 ， 他 们 
将 该 转 座 酶 基因 转换 成 大 肠 杆 亡 的 优选 密码 世 , 克隆 到 大 肠 杆 菌 中 去 ,结果 大 量 表达 了 该 转 座 
酶 ,从而 进行 体内 和 体外 的 生化 分 析 。 结 果 宕 明 该 酶 具有 双 链 DNA 内 切 酶 性 质 , 其 识别 位 点 
至 少 包 括 GGATAAGA 这 样 八 核 背 酸 序列 。 在 转移 过 程 中 ,似乎 不 需要 其 但 的 酶 或 蛋白 质 因 


真 核 生物 的 “外 基 子 "也 并 非 都 “ 显 ”( 编 码 氨 基 酸 )。 除了 tRNA WAN TRNA ae Sh 
是 理所当然 地 不 显 以 外 ， 几 乎 全 部 的 蛋白 质 基因 的 首 嘴 而 个 外 元 都 只 有 部 分 核 兰 酸 序 亢 编 码 
氨基 酸 , 还 有 完全 不 编码 侈 基本 的 外 元 { 如 人 类 尿 激酶 基因 的 第 蕊 个 外 元 的 88 个 连 背 酸 序 列 )。 
近年 来 发 现 耳 还 过 反 式 拼接 而 外 加 上 法 的 锥 虫 的 小 外 元 (miniexon) 也 完全 不 编码 氨基 酸 ( 详 
见 转录 后 处 理 )。 

在 发 现 内 元 后 的 相当 长 的 一 段 时 间 内 ,人们 曾 把 内 元 作为 真 核 生物 的 “ 喜 质 标记 ”(hal- 
mark), fAJE, Kaine1983)? 和 Chu (1984) 相 继 在 原核 生物 中 发 现 了 内 元 , 特别 是 Chu 对 于 
E. coli WR PAT is "Ts 的 胸腺 暑 贮 核 痛 酸 合成 酶 基因 中 1 018 核 彰 酿 内 元 的 研究 ,从 而 其 糙 了 真 质 
标记 之 说 。 这 说 明 , 在 原核 生物 中 原来 也 是 存在 着 内 元 的 。 

RETH, 人 们 对 于 内 元 和 外 元 的 研究 进展 ,已 经 给 这 两 个 各 闻 充 实 了 许多 内 容 。 信 得 一 
提 的 是 * 内 含 子 "和 “外 显 子 ”这 种 夯 蛇 添 足 的 中 译名 的 由 病 ， 它 没有 给 共 内 涵 贸 有 进一步 发 展 
余地 。 故 本 书 采用 符合 原文 的 新 译名 :内 元 和 外 元 。 

* 56 。 


不 连续 基因 是 通过 mRNA 与 DNA 杂交 试验 而 发 现 。 对 于 杂交 结果 ,可 以 用 电子 最 微 馆 
直接 观察 (图 2-24) ,所 形成 的 RNA-DNA 杂交 双 链 较 粗 ,而 在 杂 会 双 链 的 某 一 神 位 有 个 突出 
的 单 链 环 ,这 就 是 DNA 分 也 上 介入 序列 。 电 子 显 微 镁 只 能 分 钴 50 一 100 bp, 小 于 50 bp 的 介 
入 序列 一 般 不 容 观 察 到 (1 pm= 3.250bp)。 - : 


ie? 


Pie aie Ose, 
a 


47 ie if aS ta 击 5 $ 1043 
H22 SPARA mRNA 5 DNA 的 杂交 试验 的 电子 显 蚀 微 朋 片 (上 图 ) 最 示 
出 8 个 外 元 式 列 (IL,1-7) 与 mRNA jte, H? 个 内 光 (A~ 台 ) 则 形成 请 号 。 中 图“ 
DREN. TEP a NTA AP A AER. 
» BT 。 


另 -- 种 分 桥 方 法 是 所 谓 “Berk-Shary 制图 法 "， 又 称 *81 核酸 梅 制图 法 *。 其 原理 是 利用 
SI 桩 柄 酶 的 单 链 竺 异性 ， 外 切 核酸 酶 M 的 单 链 外 切 特异 性 以 及 硕 碱 溶液 甬 分 解 RNA 的 特 
性 来 对 杂交 分 子 的 各 个 部 分 作 不 岂 的 处 理 以 得 到 外 元 的 长 度 , 内 元 的 长 度 以 及 基因 的 总 长 诬 。 

图 2°25 表示 将 DNA-mRNA 杂交 分 子 作 不 同 的 处 理 。 左 边 用 SL 酶 处 理 ,该 酶 能 降解 所 
有 单 链 区 域 ， 留 下 一 个 带 有 切口 的 DNA 与 mRNA HREN, 如 果 直 接 走 电泳 可 以 得 到 一 
个 带 : 相 当 于 外 元 加 上 外 元 2 的 长 度 ;如 果 经 过 碱 处 理 再 走 电泳 , 则 得 到 两 条 带 ,一 条 为 外 元 
1, 一 条 为 外 元 2。 右边 用 外 切 核酸 酶 而 处 理 , 去 除 商 端 未 杂交 的 DNA， 再 用 碱 去 除 RNA ， 走 
电泳 得 到 一 条 带 , 为 外 元 1+ 内 元 + 外 元 2 的 总 长 度 。 


DNA LS NN OSA N TN NC CY NCR 


mRNA 


DNA-RNA 杂交 ood boc 
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外 元 1 + 内 元 + 外 元 2 
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图 2-25 用 $1 制图 法 测定 外 元 和 内 元 。 


不 过 续 基因 分 布 很 广 ， 识 核 生 物 的 绝 大 多 数 结构 基因 都 含有 内 元 ， 内 元 是 基因 的 组 成 部 
分 ， 也 是 跟 传 物质 ， 不 管 是 什么 组 织 ,还 是 体 细胞 与 生殖 细胞 , 茶 种 基因 的 内 元 成 份 都 是 一 样 
的 。 记 有 的 不 连续 基 央 中 ,外 元 的 顺序 与 在 mRNA 中 的 舌 序 都 是 一 致 的 * 因 此 不 连续 基因 仅 
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仅 基 不 连续 的 ,而 不 是 弥散 的 ,在 核 基 因 的 肉 元 子 中 ,通常 三 个 阅读 框 都 含有 无 义 密码 子 ; 因 此 
一 般 不 能 策 码 蛋 白质 。 除 了 和 蛋白质 基 内 外 ,上 丙烷 生物 中 编码 FRNA 和 tRNA 的 基因 雹 已 发 现 
内 元 的 存在 ,在 基 些 生物 的 细胞 器 基因 中 也 发 瑰 内 元 的 存在 ,如 酵母 线粒体 ,各 种 植物 时 绿 体 。 
在 不 同 的 基因 中 ， 内 元 的 大 小 和 数目 变化 很 天。 有 的 基因 只 含有 一 个 或 少数 几 个 内 元 ， 
如 珠 人 蛋白 基因 合 有 两 个 内 元 。 对 于 FB- 珠 蛋白 来 说 ,第 一 个 内 元 位 于 第 30 个 和 第 3 个 密码 子 
之 同 ,第 二 个 内 元 位 于 第 104 和 第 105 个 密码 子 之 间 (图 2-26)。 不 同 动物 的 珠 蛋 自 基 因 ( 包 
括 o 珠 蛋 自 和 6- 珠 绰 自 基因) 中 这 两 个 内 元 位 置 相同 ,第 一 个 内 元 总 是 很 短 ; 第 二 个 内 元 要 长 
得 多 ,其 长 度 在 不 同 物种 之 间 有 记 不 同 ; 鲁 外 元 的 长 度 却 基本 上 是 恒定 的 。 珠 蛋白 的 基因 总 长 
度 的 变化 主要 是 由 内 元 2 的 变化 产生 的 。 例 如 小 鼠 的 o 珠 发 白 基因 的 内 元 2 只 有 150bp, 因 
W o- 珠 蛋白 基因 的 总 长 度 只 有 850 bp; 而 6- 珠 蛋白 基因 的 总 长 度 为 1382 bp。 然 而 ,它们 的 
外 元 却 相差 不 多 ，, 因此 它们 的 mRNA 长 度 变 化 要 小 得 多 : a- 珠 蛋白 基因 的 MENA 长 585b， 
B- 珠 蛋白 基因 前 mRNA 长 620b。 


KE bp 142-446 116-130 222 673-804 216-255 
外 元 功能 5 PERF 
、 H+RBE EBT GF 105% MR 
\l 20 二 3' 非 一 译 序列 


图 2-26 涌 乳 动物 的 2- 穆 蛋白 的 基因 与 所 有 的 其 它 活性 
珠 蛋 自 基 因 一 样 ， 具 有 三 个 外 元 和 两 个 肉 元。 

某 些 基因 含有 较 多 的 内 元 。 例 如 鸡 卵 清 蛋 白 售 有 7 TA PA aS 16 个 内 元 , 它 科 
的 基因 总 长 度 分 别 为 了 500bp 和 10 000bp, 而 它们 的 MRNA MRA 185th A 2500b, AH ae 
A ITCH. Mab A DHFR 基因 有 5 个 内 元 。 基 因 总 长 度 为 31 000 bp ,而 其 mRNA 
具有 2 000b。 有 的 基因 的 肉 元 和 外 元 有 更 高 的 相 嵌 性, 例如 汐 的 胶原 蛋白 基因 有 52 个 内 元 ， 
53 个 外 元 。 每 个 外 元 都 很 短 ,从 45 到 249bp; ;内 元 有 的 很 短 , 比 最 小 的 外 元 还 短 ,， 有 的 则 很 
长 。 这 样 , 使 总 长 度 为 5006bp 的 外 元 序列 散布 在 总 长 度 为 40 000pp 的 基因 序列 中 。 这 就 像 
一 连 吕 的 小 岛 分 布 在 海洋 中 一 样 。 这 在 一 定 程度 上 解释 了 口 EFE. 

在 真 核 生物 中 也 有 些 结 构 基 因 是 没有 内 元 的 ,如 组 蛋白 的 基因 ,干扰 素 基 因 等 。 它 们 大 多 
以 基因 和 能 的 形式 出 现 。 大 多 数 的 醇 母 发 白质 基因 也 没有 内 元 。 

SAAT BERRA ERD (primary transcript), 这 样 的 前 体 mRNA 不 
能 翻译 蛋白 质 : 这 样 的 前 体 r RNA 或 iRNA 也 不 能 执行 其 功能 。 在 原初 RNA 转录 物 中 相应 
F DNA 内 元 的 介入 序列 《 有 村 亦 称 内 元 )， 必 须 除去 以 后 , 将 外 元 序列 连接 起 来 , 才能 产生 有 
功能 的 mRNA rRNA .5RNA， 这 个 过 程 叫做 RNA 的 拼接 (RNA splicing)。 关 于 内 元 的 序 
列 特征 以 及 拼接 机 制 将 在 第 六 章 讲 授 。 


二 、 若 因 家 族 与 基因 入 


真 核 生 物 的 基因 组 中 有 许多 来 源 相同 、 结 构 相 似 , 荔 能 相关 的 基因 ， 这 样 的 一 组 基因 称 为 
基因 家 族 (gene family), WARSHA RREA EHR. 
Shr ESP ES Py LC PRY ED A AA OR PER 
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子 册 两 两 相同 的 四 个 班 基 和 由 个 血红 素 组 成 。 不 含 血 红 素 的 证 红 和 蛋白 称 为 殊 蛋 白 。 所 有 的 珠 下 
白 亚 忒 的 基因 都 有 十 分 相似 的 结构 。 在 个 体 发 育 的 不 同 阶段 ,血红 蛋白 的 亚 基 组 成 基 不 同 的 ， 
这 些 不 同 的 亚 基 都 是 由 各 官 的 基因 编码 的 。 成 人 的 血红 蛋 自 中 ,大约 有 970 RE ona, Beeb 
还 有 有 约 2 多 的 oa33 以 及 月 几 阶段 遗留 下 来 天 约 1 锡 的 ayas 在 胎儿 阶 奶 的 组 成 为 ways 在 8 
周 前 的 胎 兄 阶段 ,血红 蛋 自 的 组 成 为 5aes、5ays Aafaa 

在 以 上 这 些 组 成 中 , & 链 与 a 链 在 结构 与 功能 工 更 为 相似 , 称 为 类 # 链 ;而 & 7 与 及 链 
很 相似 , 称 为 类 6 链 。 在 个 体 发 育 过 程 中 , 类 = 链 和 类 有 ERARI ANE R o BERG 
因 表 达 的 时 间 顺 序 是 上 一 >o# 类 月 链 基 因 表 达 的 时 间 顺 序 是 cy 8 8, BORE UK T 
适应 不 同 的 环境 条 件 而 由 同一 祖先 基因 演化 出 米 的 基因 家 族 。 类 a 链 的 基 关 彼此 舍 近 成 只 地 
排列 在 一 起 , 形成 一 个 基因 镁 (gene cluster), (TH 11 号 染色 体 上 ; 类 有 链 的 基因 也 排列 
RK PEERK, 位 于 第 16 号 染色 体 上 。 这 是 用 不 同 发 育 阶段 的 细胞 mRNA 与 DNA EE 
作 分 子 染 变 而 发 现 的 。 用 这 样 的 方法 还 发 现 了 前 所 未 知 的 珠 蛋 自 的 假 基 因 (pseudogene)。 许 
多 元 长 类 动物 的 “入 与 SELAH MAILER ARS, MERR 5 -—E iit 
血红 蛋白 组 成 亚 基 一 一 胎儿 息 红 蛋 自 组 成 亚 基 一 成体 血 红 蛋 身 级 成 亚 基 一 一 3'” 这样 的 次 
序 排 列 的 (图 2-27)。 
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m TEREE M HR: 
1 展 包 为 外 元 HORM Ee 


图 2-27 ”人 类 类 a RRA A OREO RRS Bm yh 
AR, StHR ROS AORHSA BES 


人 类 的 B BU} IF TE 50kb 范围 的 DNA 上 ,包含 五 个 有 功能 的 基因 (2; WT ve 8, ADF 
个 假 基因 。 其 中 两 个 ? BARAT RR, 即 它们 的 第 136 AERE Ya HA Gly, 
WE yah Ala, a BERRE, Hz 28kb DNA 的 范围 内 ， 包 含 一 个 活跃 的 上 基因 ,一 
个 E 假 基因 ,两 个 活跃 的 “基因 各 一 个 = 假 基因 。 册 个 “基因 完全 相同 。 这 逢 两 个 或 多 个 不 在 姐 
妹 染 色 体 辣 流 位 置 珈 通常 在 岂 一 个 染色 体 上 的 相同 基 办 称 为 非 等 位 基因 (nonallelio gone), 
假 基 因 是 基因 组 中 四 突变 而 撩 活 的 基因 * 它 和 辣 一 家 族 的 活 刻 胡 因 在 结构 上 和 DNA 序 询 上 有 
HUE. BEAR Hey, RAN RE RE DNA 序列 才能 发 现 。 对 于 
击 达 量 很 少 的 基因 也 常常 是 通过 鉴定 其 DNA PAY, HREHHRERRR RAS 
BEA, MAH BBR A lkb 长 , 仅 含 4 个 类 6 活跃 基 辕 。 不 同 生物 的 相应 基因 铸 中 基 大 和 
假 楚 因 的 数目 相差 很 大 ;以致 于 基因 徐 的 长 组 也 相差 很 大 。 
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EE a UIE PED SAH HIM a BES A RRMA NDA LBB Be SO AEB ARAL 
ER a EMR CM, RARE TAA. Hah MMRR o 假 基因 都 不 
ER a NEARER. SGRMSBLAR DAL ALOR. TENT REL AEE RE SY RE HE 
GPA TSEK Ce ATTN SR ARSE RAE A UA EA 
LRA TE RA RSE 

WRENN M RY EM, EMT 
RAPEN. BAH URAT- Re DCE Ae OW OR. MERR 
一 级 结构 ,内 元 数目 和 位 置 上 看 ,这 些 珠 蛋 和 白 类 似 物 都 起 源 于 同一 个 祖先 基因 。 这 就 志明 在 动 
植物 分 化 之 前 ,这 种 祖先 基因 就 已 存在 了 ,而 且 是 不 连续 基因 。 
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上 而 我 们 谈 到 了 结构 和 功能 粗 似 ， 来 自 局 一 祖先 基因 的 基因 家 族 。 他 们 在 基 央 组 中 大 几 
以 基因 钨 的 形式 量 现 ,也 有 不 形成 基因 能 的 。 从 广义 上 说 ,一 个 基因 家 族 芍 各 个 基因 也 可 忆 看 
成 是 重复 基因 ， 但 其 岩 列 差异 毕竟 还 比较 大 。 下 面 我 介绍 真正 的 束 联 重复 基因 。 它 们 的 特点 
Æ: (D 各 成 员 之 闻 有 高 度 的 序列 一 致 性 甚至 完全 相同 ， 不 僚 基 因 家 族 中 各 成 员 差异 较 大 * 
(2) PIAR EEL ARELES (D 非 转 孙 的 间隔 区 短 而 一 致 ,不 父 基 因 家 族 各 成 员 
ZR RARER RAR, HOA, cRNA 基因 和 tRNA 基因 都 是 串联 重复 基因 ， 
这 些 基因 的 产物 在 细胞 中 都 是 大 量 需要 的 ，。 

1 组 蛋白 基因 SE Bi H1, AA, eB, H3, H RRA 
aM A, WAR A a RAR SE E EE 
BE BG ESL TA ie AR Ae TT SH WAA 10 个 ,哺乳 动物 有 20 个 ,非洲 爪 奖 约 有 40 个 , 果 蝇 的 有 100 
个 ,各 种 海胆 约 有 300—600 个 就 目前 所 知 , 这 些 组 蛋白 基因 都 没有 内 元 。 组 蛋白 基因 重复 单 
位 前 组 织 形式 也 因 上 竺 物 而 异 , 这 下 现在 基 周 次 沧 ,转录 方向 和 基因 间 纪 芭 的 不 同 (图 2-28)。 
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图 2-23 APDARE ARE BMRA Mice eR LAT 
(Ben CI 不 转录 的 间隔 区 + 转录 方向 ) 


海胆 的 组 蛋 扫 基因 能 是 人 们 发 现 的 第 一 个 组 蛋白 基 固 能。 从 图 28 可 以 看 出 ,三 种 不 同 种 
的 海胆 ， 其 组 答 白 基因 和 角 的 组 织 情况 及 转录 方向 完全 相同 ， 基 因 也 基 林 相册， 差别 只 在 于 不 
转录 的 间 陋 区。 他 们 的 间隔 区 不 但 长 短 不 同 ,而 且 序 列 也 完全 不 同 。 这 就 提示 我 们 ,这 炎 组 蛋白 
基因 租 在 三 种 海胆 分 化 以 前 就 已 经 存在 。 由 于 基因 受到 自然 选择 的 压力 而 保持 相对 稳定 ， 而 
间隔 区 没有 受到 这 种 压力 因而 变化 较 快 。 这 种 情况 与 不 连续 基因 中 的 外 元 和 内 元 的 情 视 是 类 
似 的 .实际 上 ,在 同一 种 海胆 中 ,不 同 的 重复 单位 申 的 各 间 陋 区 在 大 小 和 序列 上 部 有 轻微 变化 ， 
这 种 变化 称 为 轻微 不 均匀 性 (microheterogeneity)。 海 胆 欧 晚期 组 蛋白 基因 大约 有 10 个 搂 贝 ， 
没有 图 定 的 组 织 方式 ,而 县 不 与 早期 基因 仍 混 在 一 起 。 总 的 颁 向 是 ,同一 物种 形 早 期 组 蛋白 基 
四 成 签 排 列 ， 而 晚期 基因 弥散 分 布 , 这 就 表明 , 晚期 基因 可 能 是 早期 基因 的 某 些 成 员 通过 转 位 
而 产生 的 。 由 于 开始 不 受 选 择 压 力 而 发 生 的 序列 歧化 ,从 而 获得 对 视 体 有 利 的 新 功能 ,成 为 现 
在 的 晚期 基因 。 

各 种 生 先 的 组 蛋白 基因 的 组 织 情况 各 不 相同 。 果 晶 的 组 蛋白 基因 全 部 星 串 联 重 复 的 基因 
簇 形式 ,但 各 重复 单位 内 基因 芍 次 序 和 转录 方向 不 同 。 蜂 紧 只 有 一 个 单一 类 珠 的 重复 单位 ,但 
各 重复 单位 并 不 昔 近 ,人 而 间隔 着 10 一 50 kb 的 高 度 重 复 序 列 。 鸡 的 组 蛋白 基因 重复 单位 内 各 基 
困 无 一 定 次 序 , 而 且 重 复 单位 并 不 串联 在 一 起 ;哺乳 动物 的 组 蛋白 基因 并 不 都 组 织 成 为 重复 单 
位 ,有 些 散 在 的 组 蛋白 基因 总 的 来 说 ,组 蛋白 基因 的 组 织 和 重复 傅 况 似乎 是 介 于 小 基因 禾 ( 如 
珠 和 蛋白 基 六 能) 和 典型 的 则 联 重复 基因 能 之 间 。 

2. TRNA 基因 “无 论 是 原核 生物 , 还 是 真 核 生物 ， 它们 的 基因 组 中 都 含有 大 量 的 CRNA 
基因 ,这 是 与 蛋白 质 合 成 中 需要 大 量 的 核糖 体 相 适 应 的 。 原 核 生物 有 58, 163,238 三 种 rRNA, 
这 已 讲 过 , 直 核 生物 中 有 5,8S,188、288 和 58 四 种 rRNA, 前 二 种 TRNA 称 为 主体 rRNA。 
主体 TRNA 基因 拷贝 数 随 生物 而 异 ( 表 2-5) 。 高 等 真 核 生 物 一 般 为 200 个 一 500 个 找 贝 ,三 种 

w 2-5 各 种 生物 含有 多 持 册 的 rRNA 和 tRNA 基因 
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主体 TRNA IA SURES AM. RoR ASS rRNA ARR, Lae RA 
隔 区 ,成 为 18S TRNA, 5.88 rRNA 和 28SrRNA。 一 个 重复 单位 的 分 子 基 大 纳 为 8x 109K 


前 导 序 列 BS 6.85 2S 
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B 2-29 主体 rRNA BAR SAMAR 455 rRNA 的 
结构 (前 岩 为 DNA 双 链 ， 后 者 为 单 链 RNA》 


《2-29)。 在 原核 生物 中 相应 于 5.8 8 处 常 为 车 于 个 SRNA 基因 。 

各 重复 单位 之 问 的 非 转 录 亲 丑 区 在 各 物种 之 问 差异 很 大 , 隆 酒 醉 母 非 转 录 阅 隔 区 1750bp， 
TAARNA 30 000 bp( 表 2-6), 
R26 cRNA BAR PRM WH MERO) 


ty # 划拨 单位 长 | ” 非 转 录 的 同 梧 区 长 | 转录 区 长 


BS Re EE 8950 1 750 


PR 11 500—14 200 a T50—6 450 7750 


AEBS 10 500— 13 500 2 300 一 5 300 | 1875 


小 R 44000 39 000 


cA, RNA 基因 前 火 量 转录 形成 了 大 量 的 RNA, 由 于 其 染色 人 性质 与 DNA 不 同 ， 
在 光学 显微镜 下 形成 特殊 的 区 域 , 这 一 结构 称 为 核 仁 。 含 有 rDNA 串联 重复 单位 的 染色 体 部 
分 称 为 护 仁 组 织 者 (nucleolaz organizers), 有 多 少 个 rDNA 十 联 重复 区 就 有 多 少 个 核 仁 组 
织 者 。 

A% cRNA 基因 以 独立 的 染色 体外 分 子 (extzrachromosomal molecules) 形式 存在 ， 这 
此 染色 体外 分 学 仍然 处 在 核 内 。 其 中 有 两 种 情况 ;一 种 是 长 期 的 稳定 的 染色 体外 分 子 ,发 现 王 
— fi JAWAD. discoideum) rh (Hl 2-30)。 这 种 分 子 是 一 个 很 大 的 问 文 序列 ,中 间 闻 隔 20 000 个 
bp, 每 一 个 重复 单位 为 两 个 转录 元 ,一 个 转录 主体 rRNA 基因 , 一 个 转录 5STRNA 基因 。 关 
于 这 个 分 了 的 来 历 还 不 清楚 。 另 一 种 是 出 现在 茶 些 动物 的 胚胎 发 育 过 程 中 的 暂时 的 染色 体外 
分 子 , 如 在 非洲 爪 蟾 卵 母 细胞 中 的 大 量 TDNA 染色 体外 分 子 。 这 种 现象 称 为 基因 扩 增 , 其 机 
PREH- RE. 
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图 2-30 EMD. discoideum WMS T, MABTARH A 


HAAS RAED, 58 RNA 基因 的 组 织 形式 与 主体 rRNA 基因 的 组 织 形 式 不 同 。 
5S RNA scp WS, 而 量 它 们 不 是 由 RNA RAN I ERM. TERNA RAM IHR 
的 ,因为 58 RNA 基因 的 启动 子 全 部 位 于 基因 内 。58 RNA 基因 没有 基因 扩 增 现象 。 我 们 还 不 
知道 ,58RMNA 甘 因 的 究 达 是 否 与 主体 TYRNA 基因 的 志 达 相 协 调 以 及 协调 的 机 制 。 
AMOR SAE I OS RNA 基因 。 非 洲 爪 虹 有 两 类 58 RNA, 一 类 存在 于 
孵 繁 细胞 中 , 务 一 类 存在 于 体 细胞 中 。 两 种 RNA 有 6 AREER JAAA 20 000 个 58 RNA 
JE, SOE REIN AR MY 58 RNA 基因 ,这 可 能 是 为 了 与 宝 体 rRNA 基因 扩 增 机 
BEDEM. MAA S RNA 的 基因 和 能 的 惠 联 重复 单位 如 图 2-31 所 示 。 在 图 2-31 中 ，, 宕 
动 是 一 个 富 食 A. 下 序 测 的 不 转录 间 卫 这 ,该 区 平均 长 约 400bp, 基本 上 是 由 15bp 的 重复 序列 
(0AAAGTTTGAGTTTT) 及 其 相关 序列 构成 的 ; 向 右 是 49 bp HRA G-O 序列 的 不 转录 间 
EIR, 然后 就 是 120 bp 的 5 SRNA MAS RGR 1/ TRS A-T 序列 的 重复 单位 4 接著 
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图 2-31 JEM TBSP ARR SSRNA WHS eee, Hh 
1MANRAATHMPRRAME, EZEAN CAAAGTTIGAGTITT, , 
2715 HRSG-ONFHRARE, 3 为 55 RNARM: 6 为 SS RNAGER, 
又 有 49bp WEA GO WARK HELE 101bp 的 GSRNA RER, Te 个 点 突变 BURST 
T) BH AB AEE RE Re TK TEI SB a A DB) 5SRNA。 称 
为 微量 58RNA, HIE WAR RES ABER, 但 其 重复 单位 只 有 350 br, 其 不 转 
IRN KE OS RNA 基因 重复 单位 的 间隔 括 雹 相关 性 。 

3. tRNA 基因 tRNA 约 长 70 一 80p， 而 其 基因 约 长 140bp。 目 前 研究 得 较 多 的 是 醉 苹 
tRNA 基因 。tRNA 也 是 串联 重复 排列 ， 但 各 重复 单位 中 的 各 tRNA 基因 可 以 不 相同 。 我 位 
还 不 知道 tRNA ASE ES ERI Fe ee, HS OPER IE 
tRNA AA 10~20 bp 的 内 元 , 各 tRNA 基因 的 内 元 没有 序列 的 共同 性 。 转 录 司 不 但 要 
切除 两 端的 转录 的 间 必 区 ,而 且 要 进行 拼接 才能 产生 成 熟 的 tRNA。3’ 末端 的 COA 序列 并 不 
存在 于 原始 转录 物 中 ,而 需要 外 加 一 个 0CA 序列 。 拭 接 机 制 将 在 转录 一 章 讲授 。 在 进化 上 相 
距 很 远 的 有 祝 体 中 ，tRNA AURATA, WEARY URNA 基因 的 DNA 片断 注 
AMRA P Rak > DNA 不 仅 被 转录 , 而 上 用 还 产生 了 酵母 tPNA。 由 于 醇 母 和 两 宾 类 在 
多 亿 年 前 就 从 进化 的 道路 上 歧化 出 来 ,而 处 理 酶 系 保持 长 期 不 变 , 这 说 明 转 录 后 处 理 过 程 在 襄 
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ERBADARE H, AAPM OP, MLA, 一 种 是 叶 绿 
he AB Bay A PA RAE Ey I RRE SO BR 

MPRA T He PREM, AR AI NEER (maternal 
inheritance) , 即 某 些 基因 型 具有 母亲 才能 提供 -后 来 人 们 知道 Pe ah) GB 
FAPHREER MATAARA. RARE BRIER, iik 
PAS} DLR, (somatic segregation) WERMAM BT, RAT PRAHA aE 
FK LES ERK BT Se Se RA A AEA H a E 
因 是 多 拷贝 的 。 细 胞 器 的 DNA 是 核 外 DNA , Hoey GRE DNA, ARORA A 
传 (cytoplasmic inheritance) 是 不 恰当 的 。 尽 管 细胞 器 位 于 细胞 质 中 ， 然而 细胞 器 是 一 个 相 
对 独立 的 单位 ,其 蛋 自 质 合成 均 在 细胞 器 内 进行 ， 再 说 ,其 址 传 物 质 并 不 是 蛋白 质 。 在 真 核 生 
物 的 线粒体 和 叶绿体 中 , 除 经 毛虫 线粒体 DNA 为 线 状 以 外 , 其 祭 均 为 环 状 的 非 重复 DNA F 
列 。 一 个 细胞 器 中 一 般 含有 几 个 或 几 十 个 相同 指 DNA 分 子 。 每 个 细胞 中 常 含有 许多 线粒体 
或 叶绿体 , 故 细胞 中 细胞 恬 DNA 数量 可 能 非常 之 大 ( 宸 2-7)。 叶 绿 体 DNA 一 般 较 大 ,在 被 子 
植物 中 约 有 135~160kb, 老 汐 草 的 叶绿体 DNA 是 目前 已 知 景 大 的 一 种 (217kb)。 低 等 植 禾 中 
的 叶绿体 DNA 也 常常 高 达 200kb。 哺 乳 动 物 的 粒 线 体 约 16. Skb, FAA Ry 18.4kb, BE 
母线 粒 体 DNA 高 达 84kb。 植 物 线粒体 大 小 差异 很 大 有 的 证 据 表 明 植 物 线粒体 中 含有 有 一 种 
BEH DNA AF. 
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2-7 丑 粮 生物 包 路 器 DNA( 叶 绿 体 的 复杂 长 度 变化 小 ， 面 线粒体 的 埋 杂 长 度 赛 化 大 ) 
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| NA AN DNA 占 
ata M m DNA ARKE Sai 每 个 细 胸 由 EDNA 8 
(kb) ZAAR MEKE ppe 
一 一 -一 二 — in -一 
i CQ. rsinhardii 185 TO~ 100 L g 14% 
时 绿 伟 ; E, gracilia 135 40 15 ! 3% 
TS ae 143 TF 详 不 详 不 详 
I J -一 | 
AEL ip 16.2 2 508 0.2% 
A HeLa 细胞 16,8 10 $00 1% 
RÈK REFRE 18,4 g aR 不 详 不 详 
FER 18,4 不 # F 详 不 详 
eS 84 4 22 18% 
ee Se Se ee ey 
RRR RA A ae RR tRNA 和 TRNA， 其 余 所 需 的 蛋白 质 
及 酶 均 由 核 基 因 编 码 ， 在 细胞 质 中 合成 好 以 后 输入 线粒体 和 叶绿体 。 线 粒 体 膜 和 叶绿体 膜 都 


不 多 许配 酸 分 子 通过 ,因此 二 者 基因 的 表达 所 需 的 RNA 均 由 其 本 身 提供 。 细 胞 器 的 mRNA 
只 能 在 细胞 器 内 翻译 , 它 不 能 透 过 细胞 器 膜 进 入 细 跑 质 。 然 而 近来 人 们 发 现 晴 乳 动 物 线粒体 中 
有 一 种 类 似 子 RNAaseP 的 RNA 转录 后 处 理 酶 中 的 RNA 成 分 ， 是 由 核 基因 编 码 的 。 这 种 
RNA 分 子 是 怎样 能 够 穿越 线粒体 膜 的 ,现在 还 不 清楚 。 

细胞 器 有 自己 的 蛋白 质 合成 宙 奖 。 上 文 已 经 说 到 , rRNA 和 tRNA 均 由 细胞 句 自 己 提供 。 
tRNA 只 有 两 种 ,各 自 与 蛋白 夺 构 右 大 亚 基 或 小 亚 基 :全 套 的 tRNA 均 比 核 基因 编码 的 ?RNA 
小 。 氮 酰 -tRNA 合成 酶 ,RNA 来 合 酶 和 被 糖 体 蛋 白质 均 自 校 基因 编码 ,然而 它们 都 不 同 于 组 
胞 质 中 蛋白 质 合成 桃 器 所用 的 组 分 ， 是 为 细胞 器 专用 的 。 酵 母线 粒 体 蛋 白质 合成 机 器 所 需 的 
组 分 列 于 表 2-8, 其 他 生物 的 线粒体 和 吁 绿 体 的 蛋白质 合 成 机 闫 都 与 此 相似 。 

次 2-8 HERDER ERCRUBHEE 


a ”分 | 线粒体 内 合成 的 BNA | 纲 胞 质 内 合成 的 蛋 帕 质 
机 上 慑 8 种 mBENA RNA KEM 
ee Bik 2# rRNA ~g HEE 


22 种 把 酰 -tRNA A Ri 


酵母 线粒体 DNA 为 84Eb, 其 上 面 的 基因 有 如 下 儿 个 特点 :中 存在 大 量 的 { 占 基 因 组 25 多 》 
由 短 序 列 组 成 的 富 食 A-T 的 不 编码 这 域 ;@ 在 其 中 两 个 rRNA 基因 中 ,21 BrRNA 基 因 含 有 
一 个 内 元 ,而 158 rRNA 基 因 没 有 内 元 ; @ 有 两 个 重要 的 基因 是 不 连续 基因 ,一 个 是 细胞 色素 
b 基因 ,一 个 是 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 1 基因 。 其 中 有 不 少 长 的 内 元 具有 与 前 一 个 外 元 相 一 致 的 
开放 阅读 框 (0pen reading fremo ,在 某 些 情况 下 ,这些 内 元 能 够 玫 达 成 蛋白 质 ， 尽管 数量 较 
余 ， 但 对 该 内 元 的 删除 以 及 内 元 的 散布 又 是 必 不 可 少 的 ( 详 郊 第 六 章 )。 

哺乳 动物 的 级 粒 体 杞 降 母 的 线 薄 体 有 很 大 的 不 同 ;长 度 只 有 16kb EE, 基因 安排 得 十 分 
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紧凑 ,没有 内 元 ,有 些 基因 重奏 , 儿 乎 每 个 碱 基 对 都 被 分 配 到 基因 中 去 。 人 妆 的 线粒体 DNA 序 
列 已 经 清楚 ,共有 16 569 bp, 含 有 37 个 基因 (图 3-33)。 下 面 , RN RE 
密码 计 的 使 用 等 方面 简要 地 讲述 人 类 线粒体 的 分 子 址 传 学 特点 。 关 于 线粒体 的 复 拥 将 在 第 三 
章 中 讲述 。 


日 “LeutcVN) 
Ser(AGY) 

Hf His 
# ND4 


ND4L 


ND3 


A con 

s 

P Lys | ATPases 
ATPase 


We- ARAM BEERS BABS, 外 
BAAR CH ED DRE OAR, AR RE 
CLAS) PERE EL. BT RNA 基因 用 黑色 框 表示 ， 
22 RNAZAA AER Rar EAMA A ee 
_ Re ATPase 6 和 8 为 线粒体 ATP ESA fk) ARR D 
COT COL ;COH 为 细胞 色素 氧化 栈 的 亚 基 ，Cytb RA 
BEX b: ND1-6 和 ND4L RAITRE NADH MAERA 
《过 去 称 为 未 扼 鉴 明 的 开放 阅读 AE URF1-6 和 DRE4L)。@a 
和 Or PIATRA EK H 链 和 工 链 的 复制 起 点 。 


0D 共立 的 组 织 情况 ,有 13 个 蛋白 质 基因 ,其 中 一 个 是 细胞 色素 b 基因 《cyt bd, 两 个 是 
ATP 酶 亚 基 的 基因 (入 TPase6 , ATPase8)5 三 个 是 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 的 基因 (OOI COE, 
CON) 七 个 是 呼吸 链 NADH 脱 所 酶 亚 基 的 基因 (NDI~6, NDAL), BHP rRNA 基因 ,一 个 
基 128rRNA, 一 个 是 168rRNA。 还 有 22 个 tRNA 基因。 在 重 链 上 , 昔 近 葛 蛋 白质 基因 以 
B rRNA 基因 之 间 大 风 有 4RNA 基因 散布 ,在 ATPages—ATPase6—COM ZUR NDAL 
一 ND4 之 间 没 有 tRNA 基因 。 

人 奖 线 粒 体 的 基因 排列 得 非常 紧密 。 在 37 个 基因 之 间 , 除了 线粒体 DNA 复制 所 不 可 甬 
ity D~ 1 RR, 基因 间隔 区 总 共 只 有 87bp, 只 占 DNA 总 长 度 的 0.5 驮 。 在 许多 情况 
下 ， 基 因 之 间 没 有 阅 隐 。 即 前 一 个 基因 的 最 后 一 个 碱 基 与 下 一 个 基因 的 第 一 个 碱 基 相 街 法 。 
有 时 有 基 国 重合 ,但 大 多 数 只 重 琶 一 个 矿 基 , 也 有 重要 较 大 的 , 如 NND4L A ATPases 与 它们 
HONBAARANES, HARMAN DNA， 有 五 个 阅读 框 钠 少 然 止 密码 子 ， 仅 以 也 或 
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UA 结尾 ,因此 其 Ochre 密码 子 必 借助 于 mRNA 上 的 poly(A BEPEH RK, FETRAR 
基因 的 终止 密码 子 为 AGA 或 AGG, 这 在 核 基因 密码 子 表 中 为 精 氮 酸 密码 也。 . 

(2) 转录 :在 13 个 蛋 自 质 基 因 中 , 只 有 有 ND6 从 轻 链 上 转录 ,其 余 均 从 重 链 上 转 孙 。 两 个 
TRNA 基因 亦 从 重 链 上 转录 。 在 22 个 tRNA RA, HATHA. UR, Be 
Hid 37 个 基因 中 有 28 个 从 重 链 上 转录 。 由 于 相 邻 的 蛋白 质 基 央 或 TRNA 基因 之 间 搬 入 了 
tRNA $A, Alt, 没有 启动 子 立足 的 余地 。 只 重 链 上 转录 的 全 部 基因 构成 一 个 转录 元 ， 从 
轻 链 上 转录 的 全 部 基 固 构 威 男 一 个 转录 元 。 丙 个 启动 子 都 位 子 DRE 内 。tRNA 基 因 播 入 蛋 
多 质 基因 及 rRNA 基 因 之 间 , 其 意义 在 于 转录 后 处 理 。 由 于 tRNA RORY, HARE 
的 RNA 内 切 酶 所 识别 , 因此 一 下 子 就 产生 了 TRNA AT MRA MRNA, 只 有 一 个 双 基 
因 mRNA 和 一 个 三 基 轩 由 RNA ,看 来 ,转录 后 处 理 是 线粒体 基因 表达 的 中 心 环 节 。rRNA 要 
mRNA 合成 得 多 ,这 可 能 是 在 两 人 rRNA 基因 转录 后 由 于 某 种 蛋白 质 因 子 在 特定 的 序列 
于 造成 转录 的 过 星 中 止 。 轻 链 的 转录 及 转 孙 后 处 理 铺 况 与 重 链 相 类 似 。 常 可 以 在 线粒体 中 分 
离 出 很 大 的 轻 鲜 转录 物 ， 而 得 不 到 大 的 重 链 转 录 物 。 这 了 晴 示 着 在 转录 后 重 链 转 录 物 立即 在 
tRNA 连接 处 得 到 处 理 , 而 轻 链 转 录 物 由 于 某 种 机 制 而 没有 及 时 处 理 。 

(3) 翻译 , 通过 转录 后 处 理 产生 了 mRNA, 由 线粒体 自身 的 蛋 汐 质 合成 机 器 进行 翻译 。 
翻译 的 起 始 密码 子 可 以 是 AUG, AUA 或 AUU， 全 都 在 部 mRNA 5 端 6 AREER. 
加 上 上 mRNA 多 以 终止 密码 子 或 不 完全 的 终止 密码 子 结 必 ,因此 人 类 线粒体 蛋白 质 基 因 寺 的 不 
翻译 序列 极 少 。 

从 以 上 各 特点 ， 特 别 是 基因 组 织 方式 来 看 ,人 类 线粒体 非常 像 原 核 生 物 的 噬菌体 。 能 抑制 
原核 生物 蛋白 质 合成 的 抗生素 ,如 红 艾 素 , 链 替 素 . 氧 霉 素 等 汐 可 抑制 细胞 器 的 蛋 向 质 合成 :而 
HES He A SB (cycloheximide) 对 绢 胞 器 的 蛋白 质 合成 则 
无 作用 。 所 有 这 些 迹 象 都 表明 ,细胞 器 很 可 能 基 册 原核 生物 侵入 了 起 核 生物 的 宜 先 ( 即 原始 真 
核 生 物 , uresryotes), 形 咸 了 极其 稳定 的 共 本 关系 ,进而 成 为 真 核 生物 不 可 缺少 的 组 成 部 分 。 


第 六 节 基因 hese 


世 因 在 某 一 染色 体 上 的 排列 叫做 址 传 图 ， 确 定 茶 一 基因 在 染色 体 上 的 位 置 就 叫做 基因 的 
定位 。 这 里 介绍 三 种 基因 定位 方法 ,一 种 是 进 传 交换 定位 法 ,一 种 是 接合 定位 法 , 另 一 种 是 80 
年 代 才 发 展 起 来 的 染色 体 步 行 法 和 染色 体味 聊 法 。 前 两 种 是 经 典 的 址 传 学 定位 方法 ， 最 后 一 
种 才 是 分 子 和 遗传 学 的 基因 定位 方法 。 终 极 的 基因 定位 方法 万 是 DN 的 序列 测定 。 . 


一 、 遗 传 交 岳 定位 法 


遗传 交换 发 生 在 减 数 分 虱 时 期 ， 丙 个 同 源 染 色 体 特异 地 吸引 而 配对 , REER- ANR, 
然后 交叉 ,复合 , 谎 形 成 了 肠 有 来 自 父 本 的 基因 又 有 来 自 母 本 的 基因 的 重组 染色 体 。 染 色 体 交 
换 的 具体 机 市 仍然 是 一 个 恋 , 有 多 种 假说 ,这 将 在 重组 一 章 介绍 。 

用 遗传 交换 给 基因 定位 的 原理 是 , 当 丁 个 基 固 位 于 不 同 的 染色 体 上 时 ,它们 在 单 借 体 分 离 
学 中 的 分 配 是 随机 的 ,也 就 是 说 它们 保留 在 同一 个 分 离子 中 的 机 会 是 5 多。 相反 ,如 果 两 个 基 
因 位 于 同一 个 染色 体 上 , 则 倾 册 于 分 配 在 一 起 ,除非 通过 交换 而 分 开 。 由 于 交换 是 沿 着 区 个 桨 
色 体 织 册 随机 发 生 的 ,因此 ,和 家 珊 粮 远 的 两 个 基因 之 问 断 裂 而 引起 小 传 重组 的 机 率 就 比较 大 。 
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也 就 是 说 ,重组 全 出 现 频率 越 大 ,基因 相距 越 远 。 

钢 各 同一 个 染色 体 上 的 三 个 基因 a,b,e PUPA PAT 确定 基因 排列 。 例 如 ,AB 
H ab ARX, TURIRA RERAN AB ab AREARE Ab, aB), 如 果 这 种 年纪 
KERRE 909 pAC 和 ac RAN EARRA RE 10; BO 和 bo 杂交 村 重组 体 出 现 频 
TARE 35 锡 ， 则 基因 排列 录 图 2-33 所 示 。 


30% 
10 ` 25% 
oy en, 
| = 
“a e b 
图 2-8 根据 三 次 双 因子 交换 淮 测 a, bc EARANN 

用 三 因子 杂交 可 以 证 实 上 述 双 因 子 杂 记 记 提供 的 
基因 顺序 的 正确 性 。 现 将 ACB 和 ach 杂交 的 三 类 重组 十 一 一 -| 
体 的 基因 型 和 出 现 频 率 示 于 图 2-84。 由 于 存在 着 多 交 x 
换 , 上 例 a 利之 间 重 组 频率 了 is 总 是 小 于 ao 之 重组 、 本 
频率 fs 与 0.b 之 重组 频率 fo LHW acti ties 
在 6. 了 已 经 发 和 交换 的 情况 下 ,a、 6 再 发 生变 换 的 机 | 
HR Loy x fue HK, TE ayo SS AE Ie BY [A Fc, 
b FRAT BY ML foe x fo, 因此 :fa = fae theo A CE 
2 foxf。 然 而 在 实际 标定 基因 位 置 时 往往 受到 一 些 a) oe 
因 尝 的 干扰 ,使 得 互相 关联 的 交换 频率 时 高 时 低 。 6715% 

在 遗传 加 上 常用 图 距 单位 来 者 示 。 垦 果 两 个 基因 
之 间 重 组 频率 是 5% , 则 两 个 基因 相 凡 5 个 图 距 单位 。 A b 

4) ai 

二 、 接合 定位 法 Te 

组 获 的 性 别 是 由 致 育 因子 (M 的 有 无 决定 的 , 有 2,5% 
也 因子 的 细胞 是 雄性 (8+ 细胞 ) BA P F E 
BEET AR), FETERANEN, MN 人 9 5b 
状态 存在 于 细 昔 中， 一 种 晴 离 状态 ， 一 种 是 束 全 状 。 O DO 
Bo MF 因子 处 于 游离 状态 时 ,细胞 只 是 一 个 潜在 的 22, 56 
‘ES, AS AR RS AE BERBER 
是 卫 因 也 本 身 。 只 有 当 游离 的 环 状 性 因子 DNA 整合 A B 
AU Ae Rt AS AA, wae td) + i 
FORM Hir EA A, BT F APE a G b 
会 的 细菌 染色 体 部 位 森 闻 ,因而 有 各 种 不 同 的 Htr 株 Z, Sf 
Re RANE LA 2-85 所 示 。 B24 用 三 因子 杂 灾 确定 基因 顺序 ， 名 


ERCA FATHERS, 由 卫 因 子 记 类 百 分 出 系 图 2-33 中 沁 子 的 理论 数 俩 
i i jr (a) HAMM, 《b) a,c ZARRA: 
编码 的 酶 特异 性 识别 卫 因 子 上 的 or5 序 列 并 司 斯 一 条 Ree ee ene 
单 链 , 该 酶 并 销售 于 5 末端 。 这 一 单 链 来 粮 首 先进 入 ZARAR. 
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(a) 
图 3-35 KEITEN 
Qa》 攻 子 与 染色 焦 的 整合 (b) Hi MEDR AEA F DNA 的 引导 下 进入 F a. 
图 申 防 DNA 的 比例 扩大 了 许多 傍 , SRLAG 互 fr ee he AE 
艇 性 细胞 。 人 们 可 以 用 特 球 的 搅拌 器 Cn Waring Blendor) RHEAN E WERIN 
进入 肯 福 细胞 的 基因 距离 端点 就 近 ， 相 反 ， 和 需要 长 时 间 才 能 进入 雄性 网 胞 的 基因 距离 端点 就 
远 。 实 验证 明 , 在 37'C 时 , 转移 一 条 完整 的 大 肠 杆 菌 染色 体 记 需 交 时 间 随 获 株 而 异 ,从 89 分 
Shey 100 分 锦 不 等 ,但 对 同一 种 菌株 来 说 ,转移 速度 是 相当 稳定 的 。 对 于 大 肠 杆 菌 Ko 来 说 , 恰 


Htr kud 


Hirap! 


图 2-36 ABA Ki 的 遗传 图 (外 图 所 示 为 大 肠 杆 菌 基 因 ， 内 图 所 示 为 几 种 了 了解 往 
Hea Hir 裕 系 的 F 因子 整合 位 点 及 转移 方向 ) 
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OTE RE 100 分 钟 。 以 时 钟 的 1270 AREA a Om, ADH 100/0, 技师 
叶 针 方向 将 基 凡 定位 。 胡 果 以 包 ?A 基因 为 0 点 , 大 肠 杆 获 Kus BERMA 2-36 所 示 。 
这 样 的 图 取 称 为 环形 连锁 图 。 图 中 仅 给 出 900 多 个 已 经 定位 的 基因 中 的 52 个 菇 因 的 位 置 。 这 
52 个 基因 定位 的 精确 度 最 高 , 可 作为 进一步 研究 待定 位 某 因 的 参照 点 , 也 可 供 学 生 初 步 熟 悉 
大 肠 杆 菌 的 遗传 标志 之 用 。 图 中 用 以 代 站 基因 的 符号 请 参考 B,J ,Bachamann 等 人 的 评论 
Bact. Rev ,40:116 ,1976, 
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随 著 限制 性 内 切 刻 的 发 现 和 广泛 使 用 ,染色 体 上 的 基因 定位 方法 已 发 生 祖 本 性 的 变革 ,内 
大 地 提高 了 基因 定位 移 速 度 和 精确 性 。 这 种 方法 就 是 染色 体 步 行 法 (chromosome walking) 
以 及 琉 近 发 展 起 米 的 染色 体 路 除法 , (chromosome jumping), 它 是 对 染色 体 步行 法 的 改进 和 
补 高 。 本 书 限 和 篇幅, 只 对 基本 原 稳 加 以 介绍 。 

BAROAR elk LE MEARE DNA 序列 ， 现 在 还 不 可 能 。 估 们 采用 相反 的 战 
1, 先 将 整个 基因 组 DNA 切 成 家 于 操作 的 片断 ; 然后 与 适合 的 我 体 (如 质粒 和 噬菌体 ) 重 组 ， 
将 重组 载 怀 导入 寄主 细胞 (如 E.coli) (TEMBER, 这 样 ,一 个 克隆 内 的 每 个 细胞 的 
厅 体 上 都 包含 有 特定 的 基因 组 DNA 片断。 这样 的 一 套 克 隆 就 时 做 基因 组 克 隐 (genomic 
clones); 其 中 克 几 的 一 套 营 因 组 片断 就 叫做 基因 组 文库 (genome library), 基因 组 文库 的 大 
小 ( 即 所 需 训 隆 的 片断 数目 ) 随 载体 对 外 源 DNA 的 穿 纳 能 力 ,基因 组 的 大 小 以 及 所 要 求 的 基因 
组 DNA 在 基因 文库 中 出 现 的 概率 曾 变 化 。 一 般 和 噬菌体 对 外 源 DNA 有 较 大 的 容纳 能 力 。 
SORE BOW 99% SB, E.coli AARE 1 500 个 克隆 片断 , 卫 母 基因 组 需 4600 个 ， 
SRA EE 48 000, 哺乳 动物 需要 800 000 个 ,这样 的 基因 文库 都 已 经 以 各 种 方式 建立 起 来 。 

基因 组 文库 一 旦 建立 起 来 ,只 机 繁殖 这 些 克隆 ,就 可 以 通过 一 个 或 儿 个 探 针 我 到 你 所 需要 
的 克 滴 。 这 里 所谓 探 针 就 是 用 放射 性 标记 前 能 与 你 的 目的 DNA 片断 进行 杂交 的 核酸 分 子 ,到 
常 使 用 50bp 左右 的 cDNA 分 子 。 筛 选 的 方法 是 让 不 同 的 克隆 长 在 培养 下 里 , 然后 再 制作 一 个 
完全 相同 的 复制 下 (replica plate), SEEM (master Blate) 保 存 各 用, 然后 用 复制 亚 进 行 原 
位 杂交 试验 (in situ hybridization), FHT SAB AAs AW EEE THR ERBE 
溶菌 , 将 DNA 在 原 位 变性 并 固定 于 滤 跷 上, 然后 与 放射 性 标记 的 单 链 探 针 分 也 杂交 , 洗 控 未 
杂交 的 探 针 分 子 ， 最 后 通过 放射 自 显影 确定 探 针 与 哪 一 个 克隆 党 交 。 再 从 原 旺 中 挑 出 同样 的 
克 放 进行 培养 以 作 进 一 步 的 研究 。 

丰 核 生物 的 基因 常常 很 大 ,在 制作 基因 组 文库 对 常会 被 打 断 ,使 之 分 散在 两 个 或 两 个 以 上 
的 克隆 中 。 除 了 可 以 应 用 几 个 不 同 探 镍 等 找 以 外 ,还 可 以 通过 已 经 找到 的 克 庭 , 取 其 外 源 DNA 
的 来 端 片断 进行 亚 克 隆 (subclone), 然后 分 离 这 段 DNA, 经 过 放射 性 标记 , 作为 探 针 再 去 与 
基因 组 文库 中 的 其 他 克隆 进行 杂交 , 及 寻找 与 原来 克隆 中 的 外 源 DNA A EBM RBA 
路 (在 制作 基因 组 文库 时 就 保证 了 科 片 断 之 间 有 相 重 释 部 分 )。 利 用 这 种 方法 不 但 可 以 重建 一 
个 大 的 划 因 ， 而 且 可 以 鉴定 染 鱼 体 上 一 个 很 大 的 区 域 。 即 从 染色 体 上 某 一 已 知 的 起 始点 ， 束 
“步行 "到 染色 体 上 网 另 一 个 区 域 并 考察 记 经 过 的 路 程 ( 如 限制 栈 疗 诺 甚 至 进行 序列 分 析 )。 这 
种 方 梁 因 此 称 化 染色 体 步 行 法 。 简 而 言 之 ， 染 色 体 步行 法 是 通过 入 互 重 全 的 基因 组 克隆 之 间 
进行 一 连 种 的 杂交 而 实现 的 。 图 2-37 为 染色 体 步 行 法 前 示意 图 。 

按 道 理 用 染色 体 步 行 法 似乎 可 以 在 染色 体 上 走 完全 程 ,但 实际 上 是 不 可 能 的 ;目前 最 多 内 
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FE 000K, AT TRAN LRA. 真 核 生 物 基因 组 中 有 许多 重复 序列 , 常 使 步行 发 生 
差错 :大 数量 的 基因 组 克隆 使 得 每 前 进一步 那 要 做 大 最 的 群 选 工 作 , 可 以 说 是 步履 艰难 ; 基因 
组 片断 在 克隆 过 程 中 在 大 多 数 情 况 下 保 真 度 很 好 ,但 也 有 发 生 人 缺失 情况 的 。 

人 和 们 针对 染色 体 步行 法 所 用 的 基因 组 克隆 数 太 多 的 使 点 ,采用 了 0.R.Oantor 1984 年 所 
创造 的 脉 串 电 声 梯度 议 胶 电泳 法 (PFG) 分 离 大 片断 DNA( 数 以 百 万 bp it), 设计 出 染色 体 跳 
ERX (chromosome jumping library), AL BRT I bp. 制作 这 种 文库 时 ,一 般 使 用 
识别 序列 长 的 限制 性 内 切 酶 ,如 Not 1, 其 识别 序列 为 GO4 GGCCGC, 车 按理 论 计算 (四 种 校 
翟 酸 等 量 ;。 每 4a( 约 66 000)bp 才 有 一 个 切 点 ， 实际 上 还 要 少 得 多 ， 因为 高 等 真 核 生 物 的 基 
因 组 中 G+ 口 售 基 少 于 A+T。 用 这 祥 的 酶 分 别 降 解 基因 组 DNA Ai Ag A A H h RNA 
基因 的 质粒 ,使 二 者 在 适当 的 浓度 比 之 下 进行 重组 ,然后 连 搂 成 环 ， 再 用 一 种 切 点 较 多 的 骤 制 
人 性 内 切 酶 (但 在 质粒 序列 内 漫 有 切 点 将 大 部 分 基因 人 组 DNA 切除 ， 再 将 质粒 和 其 两 端 的 少量 
基因 组 DNA BANA AS MM Fe LIE DNA h, PATA RAEI HERNA 的 
E. colt 3X PER UR TREERE. PEM ABER CR a TB 2-38。 染 色 体 
DERE DO SAT HRS OARS SCM. 


第 七 节 ”基因 的 分 子 进 化 “ve 


HHRMESAB US DNA 的 进化 问题 。 基因 的 进化 初 制 也 大 类 似 的 ， 遂 过 基因 扩 增 
和 非 均 等 交换 形成 多 乒 贝 基因 ,再 通过 突变 积累 ,基因 重 排 和 自然 选择 等 因素 形成 多 成 员 的 基 
国家 族 或 形成 新 的 楚 因 。 这 些 过 程 可 以 反复 地 进行 。 下 面 ， 我 们 主要 讲述 外 元 重 排 和 不 均等 
交换 对 基因 进化 的 影响 。 

早 在 1978 年 , W.Gilbert 就 指出 ,通过 外 元 的 重 排 (xon shufling)， 能 够 产生 新 的 基 
恩施 的 基因 产物 ,这 种 产物 具有 新 的 功能 ， 从 面 使 生物 体能 更 加 适应 复杂 的 自然 环 
境 呈 班 内 直 衣 东 证 各 处 元 重 排 的 历史 痕迹 ,而且 内 元 的 存在 可 能 以 某 种 方式 促进 了 这 种 外 元 
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图 2-38 WERBRAME R 
1, A Non Wikii DNA, EERIE PFG Eik: 2. HM, DEDNA 
并 与 经 Not ! RUARBHZE 3. PPAR GRRR S pIE AANA 
了 BamHI HWA, 4. 特 所 得 片 岂 与 经 BamHr 切割 的 载体 LENER., KARA 
BRA Noti AS Bami LA ZAP, 


重 排 过 程 。 今 天 , 痰 其 的 证 据 表 明 ,在 背 检 动物 出 现 之 前 的 5 亿 年 中 ， 甸 元 重 排 在 基因 构建 过 
程 中 起 状 主 要 的 作用 。 这 方面 最 显著 的 实例 就 是 类 表皮 生长 因子 结构 域 (epidermal-growth 
-faotor-like domain) 在 许多 功能 上 不 相关 的 蛋白 质 中 的 散 市 ， 这 些 蛋 白质 包括 才 度 生长 加 
FHA RRM ST AY ARES ibe 

关于 内 元 如 何 起 源 的 问题 ,时 前 主要 有 两 种 假说 。 以 哈佛 大 学 W. Gilbert 为 代表 的 一 派 
认为 ,内 元 与 它 所 在 的 基因 一 梯 吉 党 ,在 闭 配 第 一 个 这 样 的 基因 时 ， 内 元 就 已 存在 。 而 今天 章 
原核 生物 和 少数 低 等 的 次 核 生 物 ， 由 于 它们 需要 进行 快速 的 DNA 复制 从 面 进行 快速 的 绸 胸 
DE 国 而 失去 了 内 元 序 列 。 男 对 于 绝 大 多数 惧 核 生物 来 说 ， 它们 没有 必要 进行 快速 的 DNA 
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SUS TAS. ATCA SCPE BRR FK, 它 对 于 保持 基因 的 碍 对 黎 定 又 有 重要 作用 (下 而 
REVS). SAMMY, ORR SHPEOERTHARBRRRRE. PREY PAT 
HY OLAS Hy aS TRAM. eT Ae, AT Ee 
Ae Oy b 3S Aa EAR BER — Se, RR TOD Se 
H. AME AEM Aspergillus nidulans) h, BRERA 5 PAT, Pa S 个 
内 元 ,而 在 玉米 中 有 8 个 内 元 (图 2-39). 
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图 2-39 PAP TIM PAREA 
(a) 由 上 螺旋 和 及- 折 秋 所 组 成 的 三 维 结构 ， Cb) RARATAN AR 
AM o MRR DH), CARR PRA LR, Pe, Pa), 
Bitsy SMB Hy SS rRNA 基因 为 标准 , 真 核 符 物 大 约 在 15 亿 生 前 从 原始 细胞 (pzogemote) 
中 分 化 田 来 ;12 亿 年 前 真菌 (包括 醉 母 菌 和 旧 霉 ) 就 与 动 植物 祖先 分 家 ;10 亿 年 前 , 动 植物 分 家 
4 亿 年 前 出 现 鱼 类 ; 3 (EIR TLS, 从 图 2-39 中 可 以 看 到 ,在 鸡 和 玉米 的 TIM 
基因 的 内 元 中 ,有 个 内 元 在 两 种 基因 中 的 位 置 完全 相同 。 很 难 设想 ， 这 些 内 元 是 在 动 秸 物 
分 化 以 后 搬入 的 而 且 搬 入 得 如 此 精确 ! 比较 合理 的 解 酸 基 这 些 肉 元 在 动 挂 物 分 化 之 前 就 已 存 
在 了 ,其 中 一 个 肉 元 后 来 移动 了 三 个 密码 子 , 催 端的 两 个 内 元 丢失 了 ,于 是 出 现 了 鸣 中 的 情 况 。 
UF .Orick 为 代表 的 一 派 认为 , 不 连续 基因 的 内 元 不 是 该 基因 本 来 就 有 的 ,而 是 在 进化 
的 茶 一 过 程 通 过 转 座 作用 揪 入 到 连续 基因 中 去 的 。 前 而 所 提 莘 的 藤 坪 线粒体 基因 的 内 元 编码 
的 转 序 醇 房 产 此 的 基因 转化 ,有 为 她 支持 了 了 这 种 俱 说 ,1987 Ap, Littman 等 人 发 现 人 和 记 的 开 
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ABM MEA OD 分子 中 ,有 一 段 免疫 碌 蛋 白 分 于 中 的 类 六 钙 构 般 (Y-like domain); M 
在 OD4 HAR V RO ER TT, PREGA 结构 域 的 其 他 众 
多 成 员 中 至 今 尚 来 发 现 有 这 样 的 内 元 序列 。 这 很 有 可 能 是 在 CD4 ROEM CF T tt 
ERATARA EV A A o 

LRA, BRB- RERET ZARR, RAE KER. 
看 来 要 得 到 一 个 统一 的 让 确 的 型 论 ,还 有 待 于 对 RNA PRNL BCA TER 7c E RE BL 
作 更 为 详尽 的 研究 。 

人 们 早 就 注意 非 均 等 交 欣 在 基因 进化 中 的 作用 。 我 们 已 经 看 到 ， 各 种 呐 屯 动物 中 前 珠 蛋 
名 芝 丙 都 成 候 排 列 ， 但 在 活路 基因 和 假 基 因 前 数目 上 有 很 大 差异 。 这 主要 是 出 非 均等 交 次 而 
产生 重复 基因 , 其 机 制 与 重复 序列 的 产生 相同 。 在 不 连续 基因 中 , 由 于 外 元 受到 选择 的 压力 ， 
因而 突变 机 这 很 小 ,而 内 元 不 受 这 种 压力 , 因而 突变 要 率 大 。 这 梯 , 交 换 往 往 在 外 元 部 位 发 生 。 
由 于 内 元 在 序列 组 成 和 大 小 方面 分 化 很 快 ,从 而 限制 了 这 种 非 均 等 交换 的 发 和 全, 从 而 保持 了 基 
四 能 的 相对 稳定 。 这 可 能 是 内 元 存在 的 生物 学 意义 之 一 。 然 而 , 非 均等 交换 是 不 可 入 免 的 ,从 
人 和 鸡 的 屋 蛋 魏 基 因 镁 的 人 工 克 隆 中 经 常 可 以 分 离 到 缺失 的 基因 乱 。 由 不 均等 交换 而 产生 的 
忽 兴 和 重 筑 对 机 体 往 往 是 有 害 的 ,就 被 自然 淘 深 ;但 也 有 个 别 的 不 均等 交换 结果 产生 了 更 大 的 
选择 优势 ,产生 了 新 的 活 挨 基因 , 原 有 的 基因 或 丢失 ,或 保留 ,有 的 因 突 变 而 变 成 假 基因 。 哨 乳 
动物 现在 的 珠 蛋 白 基 因 仿 的 状况 就 是 这 种 不 均等 交换 ,突变 . 重 排 和 自然 选择 的 结果 

报 据 各 物种 的 珠 蛋 白 基 因 组 分 ,可 以 推测 珠 蛋 白 祖先 基因 的 可 能 进化 途径 (图 2-40, 
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MARAE RA AS ACY a BE OE, 而 两 栖 类 Cin Hy a DEAD 
HAMREN., MAXMA RARER Sak fh eA ede 2d 7 于 万 年 前 ,而 
孢 行 类 从 次 湘 类 祖先 歧化 出 来 的 时 间 类 约 在 3 亿 5 千 万 年 前 ,这 样 ,从 3 亿 5 千 万 年 前 到 2 亿 
7 千 万 年 前 的 时 间 可 以 定 为 基因 和 基因 失去 连锁 的 时 间 。e AM 8 基因 和 分 离 可 能 是 由 
转 座 作用 造成 的 。 幕 些 原 始 鱼 类 胡 八 目 作 只 有 一 种 珠 蛋 白 基 因 ， 这 些 鱼 类 一 定 是 在 珠 蛋 白 基 
因 倍增 并 分 化 成 < 基因 和 及 基 因 之 前 从 进化 路 线 上 卜 化 出 来 , 这 个 时 间 大 约 在 5 亿 年 前 。 
EREN, FR SE A hE 5 忆 年 前 至 3 亿 PS. ERA 
避 咕 序 的 低 别 可 以 接 算 出 珠 收 让 其 天 和 册 红 蛋 自 基 因 分 化 的 时 间 在 8 EA RERE 


tie 


基因 与 原 蛋 自 基因 分 化 的 财 间 则 更 早 。 

把 不 同 的 步 物 中 某 种 蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 顺序 (或 其 基因 的 破 基 序列 ) 进 行 比较 ， 发 现 两 
种 和 步 物 之 间 差 民 的 百分数 大 约 和 它 谷 自 同 一 棚 先 向 不 同方 向 演化 的 时 间 成 正比 ,也 就 是 说 , 突 
变 在 生物 进化 过 程 中 发 生 剩 积累 的 速度 大 体 上 是 己 定 的 ,这 种 情况 常常 被 称 为 进化 钟 (evola- 
tionary clook)。 通过 比较 不 同 生 物种 类 的 珠 疏 和 白 基因 的 变化 情况 ,就 可 以 得 出 玻 蛋 白 基 因 的 
进化 速度 大 约 为 每 1040 万 年 有 1% 的 硕 基 出 现 奉 代 型 差异 。 用 这 一 速度 就 可 以 推算 珠 蛋 白 
基因 在 种 内 形成 变化 (也 可 以 称 进化 ) HARA. MOAR 8 簇 中 的 8 基因 与 5 基因 问 
有 3.7%% 的 厌 基 替代 ,因此 这 两 基因 分 化 出 来 的 时 间 应 在 1040x 3.7 = 3 850 万 年 前 。 

术 辣 的 基因 承受 着 不 同 的 负 选 择 压 力 , 这 就 决定 了 生物 钟 的 快慢 ,因此 不 可 用 一 种 基因 的 
进化 速度 去 推测 另 一 种 基因 的 进 兹 时 间 表 。 一 般 来 说 ,基因 的 产物 越 重要 ,对 它 的 结构 和 功能 
要 求 越 严 格 ,变异 积累 的 速度 越 低 。 阔 一 个 基 打 的 不 同 区 段 的 重要 性 不 则 ,所 承受 的 负 选 择 压 
力也 不 同 。 因 此 欠 元 的 序列 变化 就 慢 得 多 。 同 是 外 元 , 诀 定 蛋白 质 活性 部 位 的 碱 基 序 列 ( 从 空 
向 结构 上 看 ) 比 其 他 序列 要 稳定 得 多 。 

基因 的 重复 减弱 了 负 选 择 压力 ， 使 祖 同 基因 中 的 一 个 或 儿 个 能 较 快 地 积累 突变 从 而 形成 
新 的 基因 家 族 上 成 员 或 变 成 失 活 的 假 基因 。 一 旦 成 为 假 基因 以 局 就 完全 不 受 选 择 压 力 的 影响 , 变 
异 积 标的 速度 就 天 天 过 高 于 活 肥 基 因而 最 终 面 目 全 非 。 假 基因 的 命运 或 者 是 因 DNA 缺失 而 
消失 ,或 者 是 作为 一 般 匹 用 的 DNA 单一 序 济 而 存在 下 去 。 然 而 , 有 些 基 因 在 旱 复 后 的 长 期 进 
化 中 却 一 直 保 持 着 几乎 完全 一 致 ,如 人 类 珠 蛋 白 的 商 个 «基因 和 两 个 基因 。 现在 普遍 认为 ， 
这 种 韭 等 位 移 相 同 基因 在 遗传 过 程 中 其 作为 一 个 单位 而 传递 的 , 它 称 为 一 致 进化 (coinciden- 
tal evolution)， 有 时 也 称 作 共 进化 (coevolutien)。 解 释 一 致 进化 现象 山 两 种 机 制 即 交换 国 
定 学 说 和 基因 转换 学 说 ,都 已 在 前 面 计 过 。 不 管 邵 一 种 机 制 , 其 实际 结果 是 , 突变 的 基因 要 么 
被 淘汰 , 要么 占据 全 部 的 原 有 相同 基因 位 置 。 

网 一 基因 家 族 的 不 局 成 员 之 问 的 碳 基 差别 是 几 突 变 ( 包 括 碱 基 替 代 突 变 ,， HEA, AN 
突变 等 ) 引 起 的 。 这 些 突变 的 频率 很 做 , 产生 的 后 果 大 多 有 害 , RAR eH BK. E 
存 一 部 分 破 固 定 到 生物 群体 中 。 那 么 如 何 解 释 从 个 体 发 生 的 突变 扩展 到 群体 或 整个 物种 中 
呢 ? 经 典 的 理论 是 达尔 文 的 适 者 生存 理论 , 即 窒 变 居 具 有 更 大 的 正 选择 优势 , 适应 力 强 , 繁殖 
得 更 多 更 快 , 而 一 种 由 忆 赖 特 提出 的 遗传 漂 变 学 说 (genetie drift) 认 为 ,群体 较 小 时 ,自然 选 
摊 不 起 作用 。 日 本 群体 遗传 学 家 术 村 资 生 提 出 了 类 似 的 中 性 源 变 学 说 。 这 种 学 说 认为 ， 人 只 个 
体 到 群体 的 扩展 完全 是 中 性 突变 (无 利 亦 无 害 的 突变 ) 在 长 期 进化 过 程 中 随机 漂 变 的 结果 。 一 
个 中 性 突变 能 否 扩 并 到 整个 种 群 ,基本 上 或 完全 取决 于 机 会 。 事 实 上 在 DNA 水 平 上 的 许多 突 
变 都 是 中 性 的， 包括 不 改变 氮 基 酸 组 成 的 同 义 突 变 以 及 不 影响 蛋 记 质 空间 结 鬼 和 功能 的 无 声 
奖 变 。 这 一 学 说 得 到 了 实验 群体 遗传 学 研究 上 的 支持 ,但 是 否 真正 反映 上 生物 进化 的 实际 状况 ， 
还 有 有待 于 进一步 研究 。 


第 八 节 ， 早 期 生命 进化 的 三 界 系统 理论 rn 


一 、 原 核 生物 之 间 的 臣 火 车 异 


在 本 党 第 一 节 中 我 们 叙述 了 原核 生物 和 直 柜 生物 的 差别 以 及 原核 生物 的 共同 特征 。 开 是 
这 些 资料 曾 使 得 许多 生物 学 家 对 于 两 界 系统 理论 深信 不 颖 。 两 界 系 统 理 论 不 公认 为 所 有 的 生 
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全 部 可 以 划 归 这 两 男 之 一 ,而 县 认为 今天 的 累 仿 和 朱 物 更 类 似 于 真 核 生物 的 祖先 ,因而 真 核 生 物 
BEATA REE Ro HEIR EP, RRRA RER ERR, 
SERERE A A A AB BS E 

然 面 ,在 原核 生物 各 种 属 中 ,发 现 了 许多 忆 大 的 差异 ,首先 在 生活 环境 上 有 着 巨大 的 差异 。 
有 一 种 哮 热 哮 职 菌 (sw?fofobus}) 能 够 生活 在 过于 亡 腾 的 水 中 (99%C) 和 很 可 的 水 境 中 《pH2)。 有 
一 种 哮 盐 菌 Halobacterium 需要 生活 在 近 于 已 和 的 拭 水 中 , RABAT RAR 
南亚 的 死海 中 。 其 次 ， 在 代谢 方面 ,也 存在 其 巨大 差异 。 大 家 所 部 知 的 大 肠 本 黄 和 沙门 氏 世 都 
症 通 过 无 氧 畦 解 或 有 氧 的 氧化 磷酸 化 过 程 产 生 能 型 。 在 氧化 克 酸 化 过 程 中 ， 来 让 食物 分 子 中 
的 氨 原 子 被 用 来 还 原 分 子 氧 而 成 为 水 。 然 而 天 氧 的 甲烷 菌 则 用 氨 来 还 原 二 氧化 碳 生 成 甲 烷 的 
过 程 求 产生 能 基 。 碍 细菌 则 用 氢 求 还 原 元 素 硫 成 为 咏 化 氢 的 过 程 来 到 得 能 量 。 绝 对 的 厌 氧 菌 
(eA SAE BARE TED TERA A AA BRE, MEAR Rhicobia, HAL, 
BARR AT a TABA. 

EAU WAS FAP TER 2-8, 


B2-9 PHBA ZAR 


E a @ x 细 a 直 细 a xk m E 
t- a 
基因 组 经 常 重 排 eA TA l RNA ROMS RBA RNA RAMS RAD 
Was Rar 很 少 有 可 转移 成 分 物 相 似 ， 由 坊 亚 基 组 简单 
‘Su Bee Bk Sat oh a a Bae © R 
PIRES 8 SE AY GB 2B, | UERRERTARKR, | REPREN E ERRIA NERE 


RRR Rua As D Be 


其 中 的 其 她 磷酸 为 工 型 


BMA eee 


TRNA RNA REAR 1 mro EFI A RRET ES 
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二 、 基 于 16SrRNA REBULNBAE ARERR 


建立 系统 发 生 树 的 传 绕 依据 是 细胞 色素 的 毛 基 酸 组 成 的 变化 , APSR MEAD 
FERRE MMAR. AM, PETERS RAC. CHAMP ERA 
细胞 色素 ;但 其 氨基 酸 组 成 差别 太 大 ,因而 无 法 确立 它们 之 间 可 靠 的 亲 综 关系 。 为 了 弥补 这 
ft, C. Woeso 于 1969 年 决定 考察 各 种 生物 特别 是 各 种 十 怪 的 细菌 中 的 16 8 rRNA 的 序 
列 。 各 种 生物 都 有 168rRNA ;而 且 含 量 直 富 , 易 于 分 析 ; 在 进化 过 程 中 高 度 保守 ,容易 建立 系 
统 发 生 树 。 到 了 1977 年 ,已 有 相当 多 的 数据 。 于 是 ，Q, Woese 提 志 ,原核 生物 应 当 分 为 两 界 : 
yA (archachactoria) MAW (eubacteria) ,* 这 两 界 个 此 不 同 , 就 像 它们 不 辐 于 真 被 生 
物 一 样 。 这 就 是 说 , HA, BABAR HSA ERR TRA, 而 是 相互 
平行 芍 。 三 者 者 起源 于 共同 的 想 先 ,这 一 想 先 称 为 原始 细胞 (progenotey。 现 已 发 现 记 细 菌 和 
SCOOBY a ea a A SE CULE 3-9y。 过 去 把 十 细菌 和 真 细菌 归 为 一 类 , J 


` 
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bacter‘otida, archacbactcria [59 archacolida, 
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为 一 类 一 样 ,是 一 种 肤浅 的 认识 > 坚 于 原始 细胞 是 怎样 的 细 胸 ,日前 并 泥 直 接 的 证 据 米 措 述 它 
的 性 状 ,我 们 只 能 根据 三 界 生物 的 共同 特征 或 到 少 两 界 记 具有 的 特征 玉 推 测 原 始 细胞 的 性 状 。 
例如 古 细菌 和 直 核 生物 都 富 含 内 元 ,这 就 去 明 原始 细胞 也 窜 含 内 元 ,而 在 真 细菌 中 由 于 贿 要 进 
行 快速 的 DNA 复制 以 实现 快速 的 从 长 而 淘 次 子 内 元 。 又 如 , 真 细菌 和 真 夸 生 物 部 有 以 酷 键 板 
连 的 不 分 杖 的 脂 类 ,其 中 的 甘油 醉 酸 为 工 焉 ,原始 细胞 也 可 能 如 此 。 

三 界 系统 理论 前 提出 ,开始 时 得到 许多 生物 学 家 的 怀疑 与 到 对 ,因为 这 一 理论 与 人 们 广 汶 
护 受 指 但 又 缺乏 根据 药 两 个 假设 相 了 矛 后 。 这 两 个 候 设 是 :所 有 的 纲 其 都 有 密切 的 订 红 关系 , 细 
商 比 任何 一 秘 真 核 生物 都 更 接近 于 最 先生 存 前 细胞 (原始 细胞 )。 然而 Woese 却 继续 不 斯 地 完 
HAL 168 cRNA 通用 系统 发 生 树 ,同时 集 累 其 他 生物 化 学 证 据 。 今 天 三 界 系统 理论 已 得 
广泛 的 承认 。 根 据 21 种 生物 的 168 rRNA 序列 的 分 析 , 三 界 系统 进化 拜 示 计 图 2-41。 从 这 一 
系统 中 可 以 得 到 一 些 人 们 大 吃 一 惊 的 结论 ， 如 人 与 玉米 的 关系 比 革 兰 氏 困 性 菌 ( 大 鹏 宇 将 等 ) 
和 革 兰 氏 阴 性 菌 (枯草 杆菌 等 ) 的 关系 更 为 接近 | 目前 ， 还 没有 将 这 种 进化 料 与 地 质 年 代 联 系 
起 来 ! 如 果 要 联系 起 来 ,就 需要 一 个 可 能 不 公正 前 假设 : 所 有 的 生物 中 DNA 的 突变 速率 都 要 
Ae 
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图 2-41 EF 16S RNA 序列 分 析 的 三 界 系统 进化 树 


忌 、 内 内 生 作 用 参与 了 嘉 核 生物 的 进化 


页 核 生物 与 原核 生物 的 主要 区 别 ,除了 核 膜 之 外 ,就 要 算 真 核 生物 的 细胞 医 了 。 术 腊 是 如 
何 产 生 的 ? 目前 还 无 充足 的 根据 ， 大 多 数 人 认为 是 二 网 胞 质 腊 内 衬 先 形成 内 质 网 然后 转变 鸭 
核 噶 。 至 于 产生 这 一 过 程 的 动力 还 之 泥 所 知 。 
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细胞 器 是 如 何 产生 的 ? 过 去 有 两 种 假说 ， 
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一 种 基 内 共生 假说 (endosymbiosig), 一 种 是 分 隔 级 


说 (segregation)。 现 在 内 共生 根 说 得 到 了 广泛 的 支持 (参见 第 五 节 )。 这 种 共生 关系 建立 起 洲 
以 后 ,内 共生 体 就 在 真 核 细胞 中 繁 演 下 米 。 真 核 细胞 提供 了 稳定 的 环境 ,内 共生 体 通过 氧化 太 
酸化 或 光合 作用 提供 能 量 。 长 此 以 往 , 原 线粒体 (protomitochondrion) 和 原 叶绿体 (protoch- 
loroplast) 逐 渐 退 化 成 为 细胞 器 ,其 一 部 分 DNA 消失 ,一 部 分 转移 到 核 DNA 中 , 只 留 下 少量 
DNA 以 编码 一 些 不 能 各 过 细胞 器 借 的 分 子 CRNA, tRNA, 蛋白质 )。 随 着 基因 数目 的 减少 ， 
细胞 器 的 蛋白 质 合成 机 强 也 发 生 退 化 。 罕 人 认为 ,细胞 器 的 遗传 密码 与 通用 和 密码 的 差 漠 ,可 能 
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与 蛋 自 质 合成 机 器 的 如 化 有 关 。 但 是 也 有 人 认为 ， 细 有 陶器 的 遗传 密码 代表 闭 较 为 古老 的 遗传 
密码 ( 见 第 七 党 )。 

线粒体 和 叶绿体 到 底 是 从 次 组 世 的 祖先 还 是 从 古 细菌 的 祖 洛 演化 而 米 的 电 ? ERTE 
生物 线粒体 的 细胞 色 索 0 与 细 苗 的 细胞 色素 Cy 人们 推测 线粒体 可 能 来 自 于 紫色 光合 细 E. 
然而 根据 动物 线粒体 16 S rRNA 序列 的 比较 ， 无 法 得 出 结论 ,因为 动物 浅 六 体 rRNA 序列 变 
ERE TABIA ANKER. PANE WARRE 16 8S rRNA 歧化 得 不 多 , 通过 比较 得 
到 一 个 惊人 的 结果 :植物 线粒体 起 源 于 一 组 党 色 真 细菌 ,包括 很 痪 菌 ,土壤 杆菌 和 立 克 次 氏 体 。 
这 些 真 细菌 直到 今天 仍然 与 真 核 生物 共生 。 

我 们 根据 以 16 BS rRNA 序 曾 分 析 为 基础 的 三 界 系 统 进化 料 和 内 共生 修 说 ,加 上 其 他 的 上 生 
物化 学 证 据 《 见 以 后 各 章 ), 就 可 以 得 到 生命 的 早期 进化 的 皆 狐 (图 2-42)。 PRT RA 
推断 , 共 中 某 些 细节 将 会 随 着 新 证 据 的 发 现 需 要 吉 以 修正 。 


提 要 


格 据 盘 胞 核 肛 前 有 无 ,可 将 有 徊 胞 的 生 常 分 为 原 炉 生物 和 真 核 生物 汕头 类 ,二 者 具有 明显 
不 同 的 分 子 遗 竺 学 特征 。 人 们 对 于 火 多 数 原 核 生物 和 几乎 全 部 真 核 生 物 的 染色 体 的 卫 NA FH 
列 只 有 部 分 的 了 解 。 对 于 真 核 生物 的 巨大 的 DNA 含量 ， ANNE A kM Cea RRM, 
ARA ODE. 

RREMRREARBR, CRDNAS BNA PERG Rm ae RP Be E 
Ko RHE MKEALMILMAMRA KS MARR AGH AE GRADATASEA, 
RNA SAN AFHAY, ARER Ek THERMEBSAPRAAAAL 

ERELDPADLAOHREKE HH, DNAS Re eb RLS T, 而 
起 白质 含量 则 显著 上 升 。 福 据 真 核 生物 DNA 复 性 动力 学 的 研究 ,其 DNA 上 存在 羡 单 一 序列 、 
轻 度 剖 复 序 列 、 中 度 重 复 序列 和 疝 度 重复 序列 。 许多 高 度 重复 序列 DNA 在 和 进行 超 离 心 时 会 形 
成 入 力 密度 不 同 的 其 请 卫星 DNA。 卫 坚 了 DNA 通 这 跃进 式 复制 和 突变 积累 的 交规 过 程 而 演 
R, 产生 了 现今 卫星 DNA HEM, RRA Re EARRE RAY HRAAHT PRE 
LAIHA RERAD REAM A, RECADAR RER RRE, 染色 质 的 
基本 组 成 单位 是 核 小 体 。 每 个 护 小 体 单 位 包 持 200bp AS é DNA 和 一 个 组 发 白 八 肾 体 以 及 
-Arinak Hl, 位 于 组 繁 自 入 聚 休 这 一 核心 颗粒 上 的 两 图 DNA #4 Hee DNA, 而 
其 使 部 分 称 为 连接 了 NA nE h HI 是 维持 正常 的 述 小 体 结 构 扬 不 可 牙 少 的 ,被 小 体 在 DNA 
上 的 党 位 与 DNA HAAAT AE, DNA 在 核心 其 粒 表面 的 左手 走向 是 真 核 了 DNA 的 
RRM RSL, PPAR EMA PHRMA ESAT ORR AAA, CREAR 
KEM HSE GRRE RAHEEM MES 6 eS ee LG RE 
AF RL MPR. EPREKMRRARSRA EEL HRB, PARAS 
TORREA, RT RS REE HR EDNA 末端 的 复制 有 关 。 

KSRAMAAHARABEN, AAAH RNA 中 出 现 的 部 分 称 为 外 元 ;在 有 ENA SR 
过程 中 被 删除 的 部 分 称 为 内 元 。 寻 元 和 内 元 前 概 礼 与 是 否 编码 氢 基 玻 的 概念 并 不 格 应 。 通 过 
分 了 杂交 技术 与 有 美 技术 相 结 会 可 以 洽 定 不 连续 莽 园 。 雇 核 生物 中 有 许多 这 源 相 同 、 BH 
似 , 功 能 相关 的 基因 构成 基 国家 恋 。 有 此 基因 家 族 的 成 员 在 来 色 体 上 披 此 靠近 而 成 串 地 排列 。 
HUAR-SAAR. ABARRAK RARUS ELEA, PRAAL AE 
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瑟 完 会 科 回 , 皇 员 凌志 裔 , 且 非 转 邓 的 间 了 两 区 短 而 一 笃 。 演 兴 共 因 的 产 DBR PRESS 
tAE HAA, TRNA 基因 ,tRNA HAS, 

RAM RY TREO, AeA ea MA A, RAM RS AB, ey 
HR E p Oh fe hfe op RR pA DNA, AGAR, SARK, 一 信 细 胸中 常 有 许久 
DNA, LEAN PM BBP GTR TR LSAT HAE DNA DT, MS 
DNA AAS OEME GAA RIRNA fe cRNA, LEME SM HERG, do 
RAPS RBA EE, AM de Re RARER, COMBA RRS TH 
Hil, QFRRODPTTAZCRMRP ST Toe eA Ames, MEA CERES 
HARSEN REAR SESMAR A AA CASS ORME ORS Raith 
组 分 并 不 相同 。 与 喀 视 一 至 的 是 ， 细 胞 器 密码 与 通用 密码 息 有 不 少 盖 别 。 研 究 得 最 清楚 的 细 
胞 器 DNA TERERAA DNA, MARE AM EER RIESH ALR, ASE 
HLAMRBARRT PERN, ARELA ARBRAR PS CMA, ARR 
许多 特点 都 表明 细胞 器 是 由 原核 生物 通过 内 共生 必用 而 演化 出 永和 的 。 | 

为 了 确定 类 国 在 染色 你 上 的 位 置 ， 人 们 建立 了 许多 菜 轩 定位 方法 。 遗 传 交 换 定 位 法 和 接 
PRULET AGA BRAM RAS RED Pie REAM TREAT ih, 
RUMRBRL DIR AMG REE DNA HEATA 

AAPA hs RMT SHA RAMA, BR Re RRB Ede A tit 
等 因素 形成 多 成 员 的 基因 家 族 或 形成 新 的 基 加 。 交 换 周 定 和 基因 转 欣 维持 了 基因 家 亚 中 蔷 焉 
非 等 径 基 园 的 殉 一 性 。 内 元 序列 由 于 很 少 受 对 选择 压力 的 候 制 而 突变 较 快 ， 从 而 限制 了 非 均 
FRBOMER A, MAMA AE TI A EME, HERA RAHAT AR 
RA 3 mA DRMANE GAS TY. HATRA TAERA- HTE, 而 今天 的 原 
HE tafe hE ARA 物 由 于 需要 迅速 的 DNA 复制 而 失去 了 大 部 分 效 绝 大 部 分 的 内 元 。 有 证 
BED HEALEATAP RY BAP REMTRAL ASH TAM RAB 
LPR SSCA MEER ASA-#RAMTA RRA RETARD, Aste 
HA-PAARLRAL MSHA RMR, 

基于 168TBRNA HRERL, ALARMRRHRAT GRAB, MARS BA 
to Hite ake RH RTPA, SHHRAMAMA Rie th, Sie 苗 的 内 共生 作用 
A5 TARE A RELA, 
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第 三 章 DNA 的 复制 


~ SM Watson 和 OQrick 建立 DNA 结构 的 双 螺旋 模型 开始 ， 关 于 DNA 复制 原 理 的 轮 峙 就 
已 经 诞生 , 正 记 他 们 二 人 给 kNature》 淋 志 的 党 一 封 信 中 记 写 :， “我 们 并 没 丰 忽 视 , 从 我 们 所 候 
设 的 特异 的 配对 方式 可 以 提出 一 个 关于 过 传 物 质 可 能 的 复制 机 制 的 建议 来 *。 然 而 ,实际 的 过 
程 却 远 为 复杂 ， 至 今 人 们 对 于 复杂 的 DNA 复制 过 程 还 没有 了 解 得 十 分 清楚 。 这 一 过 程 的 复 
EEF, 

O 复制 过 程 需要 能 量 供应 以 解 开 双 螺 旋 链 ; 

(2) 已 经 解 开 的 单 链 也 可 能 产生 链 内 碱 基 配 对 # 

(3) 一 种 酶 只 能 催化 有 限 的 物理 化 学 反应 ， 

(4) 复制 过 程 必须 设计 若干 安全 保障 以 防止 复制 的 错误 ,并 纠正 业已 发生 的 借 误 (尽管 圾 
Ds 

(5) BARDNAS-F RIPE SSF oS il ei a TL ee E, Led E, coli 3 Ha 
BEA LO" bp/ 分 如果 DNA 模板 以 此 速度 解 旋 的 话 , 则 相当 于 每 小 时 开 70 英里 前 汽车 引擎 转 
IREE 

《6) 对 午 房 有 含有 双 螺 旋 DNA 的 生物 有 机 体 ,并 没有 单一 的 可 以 普 泻 返 用 的 复制 机 制 。 
然而 ,各 种 生物 的 DNA 复制 还 是 有 共同 点 的 ,例如 新 生 的 DNA 链 总 是 按 AT, G-O 这样 的 
城 基 配 对 规律 与 母体 链 互 补 ,新 生 的 DNA 链 的 单 体 总 是 由 DNA 诊 合 酶 一 个 一 个 地 加 在 这 条 
新 生 链 的 3'-OI 末端。 


第 一 节 DNA 的 半 保 留 复制 "* 


Watson 和 Crick 最 早 提出 DNA 的 半 保 留 复制 机 理 ， 就 是 在 复制 过 程 中 各 以 双 昵 次 
DNA 的 其 中 一 条 链 为 模板 合成 其 互补 链 ,新 生 的 互补 链 与 母 链 构成 子 代 DNA 分 子 。 

这 一 假说 于 1957 年 得 到 Matthew Meselson 和 Franklin Stahl 所 设计 的 精巧 的 实验 所 
证 实 。 为 也 省 篇 幅 , 我 们 公用 图 解 如 以 说 明 ( 图 3 一 1)。 

这 一 实验 有 力 地 支持 了 半 保 留 复 制 的 假说 , 它 不 但 否定 了 全 保留 复制 假说 , 认 且 也 排除 了 
弥散 复制 假说 。 所 谓 弥 散 复制 就 是 说 子 代 DNA 的 每 一 条 和 链 都 是 由 亲本 链 的 片断 与 新 合成 的 
片断 随机 拼接 而 成 。 


第 二 节 复制 原点 、 方 向 和 方式 ~ 


很 多 实 验 都 证 明了 复制 基 从 DNA 分 子 上 的 特定 位 置 开 始 的 ,这 一 位 置 叫 复制 诛 点 ,常用 
ort ho 表示 。 例 如 大 肠 杆 菌 的 复制 原点 位 于 Ho 基因 附近 , 是 一 个 包括 大 约 245 bp 的 一 个 
ER. MEI Pe fd 组 的 噬菌体 以 外 ， 许 多 生 物 的 复制 原点 都 是 双 螺 旋 DNA 呼吸 作用 强 
FAN KEL, BRAEMAR (frequently opening region), WEA A A:T HRE. XE 
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图 3-1 Mese]lgsoa-StatI 实 验 
SREB Rl BBA GO 超 离心 试验 绪 果 显示 不 同比 重 的 DNA H 


段 产生 的 胜 时 单 链 与 ssb 蛋白 (single-stranded DNA binding protein) 结合 ， 对 复制 
前 超 始 十 分 重要 。 在 所 有 的 原核 生物 中 ， 复 制 者 是 从 特定 的 位 置 开 始 的 ， 迄 今 肖 未 发 现 创 
外 。 

DNA 复制 从 特定 位 置 开始 ,大 多 数 双 向 进行 , 也 有 一 些 单 向 的 ， 或 以 不 对 称 的 双向 方式 
进行 的 。 这 是 由 复制 原点 的 性 质 所 决定 的 。 

用 遗传 学 方法 可 以 证 胃 E.coli 的 复制 是 从 ilo 基因 附近 开始 ,以 双向 等 速 进 行 复制 的 。 
细 苗 染色 体 复 制 一 次 的 时 间 相 当 于 细胞 繁殖 一 代 廊 需要 的 时 间 。 利用 温度 突 恋 种 能 使 DNA 
复制 同步 进行 。 这 种 突变 在 25°C 时 前 正常 繁殖 , 而 在 42°C 时 虽 能 完成 复制 之 中 的 DNA 合 
成 ,但 不 能 并 始 新 的 一 轮 复制 。 如 果 每 个 细菌 从 原点 同时 开始 复制 , FEE, SEE 
虚 的 过 因 复制 得 多 些 , 面 远 窗 复 制 诛 点 的 基因 就 复制 得 少 些 。 假 如 复制 是 单 向 进行 的 ,基因 球 
率 让 基因 图 上 旦 单 向 梯度 ,最 高 频率 的 基 工 和 最 低频 率 的 基因 应 该 是 连锁 的 (因为 是 双 链 环 凑 
染色 体 )。 如 果 征 双向 复制 ,基因 频率 将 以 D 点 为 中 心 出 现 双 疝 梯 度 。 测 定 了 加,col 的 许多 

。85 。 


UK, ROLLE do 为 中 心 双向 下 降 。 这 说 明 E.coli 的 复制 原点 在 ilv 基因 附近 。 关 于 
吾 .oo 丰 复制 原点 的 性 质 将 在 第 六 节 中 叙述 。 

PARK u fi FRONTS IA BSE, WOME BPR A RAB PA a i 
CERT SAAR I Ty DAT) AEE e FA SOB, KERREN, MRI PR od AB] dle 附近 ,不 
论 是 在 右边 或 左边 ,相对 产量 称 是 最 高 ， 而 插入 tle 的 180° 的 位 置 , 产 量 最 低 。 人 内 这 个 实验 可 
PVA URI Ect DNA 的 复制 从 ze 基因 开始 ,站 向 等 速 进 行 。 用 放射 自 显影 方法 也 可 以 
得 到 有 关 复 制 原点 和 方向 的 资料 。 

用 电子 显 微 镑 观察 晓 菌 休 T7DNA 复 制 ,总 古 在 离 一 端 17% 处 出 现 一 个 复制 眼 ,然后 向 两 
VU. RO, 真 校生 物 DNA 的 复制 岂 是 从 特定 位 置 开始 ,以 双向 等 速 进行 , 只 不 过 是 
一 个 DNA 分 子 上 有 许多 个 特定 的 复制 原点 。 

也 有 一 些 例外 的 迟 况 。 例 如 在 枯草 杆菌 中 ,复制 从 原点 开始 双向 复制 ,但 两 个 复制 马 的 秘 
动 不 对 称 ,一 个 移动 1/5 的 距离 便 停 下 来 ,然后 另 一 个 复制 丸 走 完 4/5 的 距离 。 

质粒 ROK 复制 的 早期 是 单 向 进行 的 ,可 是 这 一 复制 叉 在 离 超 点 175 处 你 下 来 ,然后 从 相 
反 鸥 方向 局 动 第 二 个 复制 又 

BK DNA 的 复制 也 是 不 对 称 的 ,DNA DI RR EIS, MARE 
REEK URRA MERA. MA EEE, LOY DIHA (displacement Joop), FER ikl 
订 驳 , 另 一 条 链 才 开始 复制 。 这 一 复制 方式 的 生物 学 意义 日 前 还 不 太 洲 楚 。 

质粒 Cob 的 复制 完全 是 单 商 的 。 从 体 郊 或 体外 系统 中 分 襄 到 的 复制 中 间 体 ;其 一 个 " 乞 
制 又 ?( 其 实 就 是 复制 克 点 ) 总 是 离开 TreoRI WA 17% 左右 ， 而 另 一 个 复制 又 离开 EcoRI) 
切 点 的 距离 却 基 可 变 的 。 因 此 Cog 召 1 萄 复 制 站 从 特定 位 置 开始 ， 单方 向 进行 。 

根据 DNA 合成 的 起 始 方 式 ， 复 制 可 以 分 为 
两 种 类 型 ,一 类 明 从 新 起 始 (de novo initiation), 
名 先导 链 是 从 新 开 巡 的 ， 这 种 类 型 主要 是 复制 又 
式 揽 制 ; 另 一 类 叫 其 价 延 仲 , 即 先导 链 基 共和 价 结 合 
在 一 条 亲本 链 上 ， 这 一 类 型 主要 是 滚 环 式 复制 。 

(1) 复制 及 式 (包括 8 复制) 

DNA 在 复制 原点 解 开 成 单 链 状态 ,分 别 作为 
模板 ,各 自 合 艳 其 互补 链 , 则 由 现 两 个 灵 子 状 的 从 

"RA UH LCT 3-2)。 具 有 双 链 环 状 DNA 
图 3-2 AW RRR TAVE Wea BY FS BE dn AVE IDNA? John Cairns 
OT PRM, WAT RIC EE E-Co iW A BY Pe BR hn 3-3 
所 示 。 由 于 形状 像 希 腊 字 母 9, 因而 虽 9 复制 ,又 叫 Cairns 复制 , 其 复制 中 间 体 称 为 Cairns 
HT. 在 日 复制 中 同 祥 有 双 闪 复制 和 单 向 复制 (图 3-4) ,大 多 数 生物 为 汉 问 等 束 复制 ,也 有 少 
数 双向 不 等 速 复 制 的 情况 。 

(2) ARAE 

双 链 环 状 DNA 除了 日 复制 之 外 , 某 些 双 链 环 状 DNA( 或 以 某 种 方式 变 为 双 链 环 状 DNA) 
在 复制 时 ， 以 基 种 方式 切断 其 中 一 条 链 。 其 5 RU ARNT A, E 3 问 不 断 地 
H DNA 来 合 梅 催 化 ,以 未 切断 的 一 条 环形 链 为 模 杰 ，。 加 上 新 的 核 车 酸 。 由 于 3/ 端 不 断 延 长 ， 
T 5? 疯 风 不 类 地 甩 出 。 好 像 中 问 的 一 个 环 在 不 断 地 滚动 一 样 ,因而 叫做 演 环 复制 。 因 其 形状 像 


6。 


© ¢ > we 
图 3-8 Fcon py O-S2 HH RB A RS Ty PPR 
A BPMBAASH, XY 卖 示 两 个 复制 又 。 


Eo- GORHAM PRE, St 
BECP iL DNA jis BYE 104, JAIL ARE BM 


SS, HERM o 复制 (图 3-5)。 SRR RAS AMPS A pp ee E 
样 ,常常 会 得 到 一 种 其 有 原来 DNA FW TP EEF (Coneatemer)。 
如 图 3-6 示 。 


图 3-5 深 环 复 币 的 一 般 模 式 


AIMER ERA DNA 的 复制 、 细 菌 交配 和 真 核 生物 的 基因 扩 增 中 占有 重要 位 
Feo LEME RL AL aS BSE BU BF BR ATT PE a R ARTE o 
se XYZABO. KY ZABO-1- YZABO..… XYZABCe 


图 3~6 WERE HD HH ED ETH 3 T (concatemer) 


第 三 节 DNA 复制 的 酶 学 六 ” 


DNA 复制 是 一 个 非常 复杂 的 酶 学 过 程 ， 它 需要 30 种 以 上 的 酶 和 蛋白 质 ， 人 们 常 把 这 些 
李 和 蛋白 质 称 为 复制 体系 ， 其 中 一 部 分 酶 和 蛋白质 结 合 在 一 起 ， 协 癌 动 作 ， 构 成 所 谓 复制 体 


(replisome) , 


一 、DNA 的 聚合 反应 和 诊 合 酶 


1957 Æ, Arthur Kornberg 首次 发 现 DNA RABI, 后 米 又 初 继 发 现 了 DNA RAH 
1,DNARAM I, DNA RAM I 前 作用 还 不 清楚 , 根据 实验 室 工 作 , 它 在 DNA 复制 过 
程 中 似乎 没有 人 针 么 作用 , DNA RAM IL 在 E.coli 中 才 是 主要 的 聚合 酶 。 以 后 ， 宇 称 DNA 
RAMS G5 Poll ,Pol I ,Pol 1, 

DNA 率 合 酶 只 能 以 四 种 核 莹 S -2RR AA, HIAATP, dGTP, dOTP, dTTP, 而 不 
能 是 5-8 SR, -2P OR. RAR 
iy 

Poly G48) .-3/-OH + dNTP —>Poly (BORD) a41-3’-OH + 2 Pi 
这 里 Pi A AR a HT RAL 

FSR Re eK es OR RE, BRA, RAR 
不 可 能 加 到 生长 的 DNA BER. SEER, TARR ORBEA A ui, RRR. 
ANTP 和 DNA 链 发 生 反应 时 , 虽然 有 一 个 高 能 键 水 解 , MTR DNL, 总 的 自由 能 仅 
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BEAT 0C+ 05 千 卡 / 克 分 子 s 2100 焦耳 / 亮 分子)， 央 而 很 准 使 尽 应 南 聚 合 方向 转 夭 。 轧 
TRAR ARRAN E, ERRED IKRA TNA, A- ARNEE 
友 应 释放 出 大 量 的 负 自 由 能 ， 从 而 保证 了 DNA 聚合 反应 的 迅速 进行 。 这 也 解释 了 为 什么 不 
REET AWK DNA, 


=, RRRFSRRMKORR 


TUT Bh RAR BP a, NB FS. I PR ARAE 
KART A-+TRMAS A RAAT ASU MSS ee, * 

ALBERT DAUR, OO,, NHsAIPRPP (By Re he He ERD , phosphori bosylpyrophos~ 
phate) SWE AM (RAR IN eA Bee). Ra, BOR BCE a (NMP) 
在 省 自 的 具有 碱 基 特 异性 的 核 浓 单 克 柄 激酶 (没有 核糖 和 脱氧 核 精 的 特异 性 ) 的 作用 下 转变 
成 NDP， 

NMP + ATP m> NDP + ADP 
RE, CE BEAT RRE E R MH a 2? 位 上 的 氧 : 
NDP —> ANDP 
O08 1 FARA SE PL OE BE EH ANDP 转变 成 ANTP, 
ANDP + ATP —> dNTP + ADP 
这 里 的 dNTP 包括 dATP, dGTP, dOTP, dUTP. 

WER, AM DNA 并 不 需要 4UTP， 合 成 RNA 也 不 需要 dUTP。 生 物体 内 有 一 系 
FBR AUTP 进入 DNA 的 措施 , 一 方面 daUTP 在 dUTP 酶 的 作用 下 可 以 分 解 为 QUMP 和 
PPiy 另 一 方面 ,万 一 UIP BD DNA 分 和 中 ,可 以 通过 尿 喀 旺 DNA 糖 基 栈 而 得 到 修复 ( 详 
见 修复 一 章 )。 

会 成 DNA Ppp Tyas iy TTE ATTE ÆR RER 

QUTP TAUMP+ MRM MAERRERORE nyp, zama 
Pi 


式 中 的 四 气 叶 酸 是 甲 基 供 体 。 然 后 TMP ERREFERENTE TDP, 接着 , B 
音 二 磁 挟 激酶 把 TDP £H TTP。 

WERE TR QM (thymidylate synthetase) 在 研究 DNA 复制 机 制 时 , 需要 使 之 
缺 辽 或 受 捉 制 ， 以 价 让 生物 体 具 能 利用 培养 基 中 的 标记 的 肚 际 厂 院 或 胸腺 喀 啶 核 背 。 在 微 生 
物 中 可 以 找到 缺乏 此 酶 的 突变 体 (thy"); ERRER PA IRERE Ai F (FUDR， 
flurouracil deoxyriboside) LAVA W. FUDR 在 体内 改 融 化 以 后 与 该 酶 和 四 气 叶 琶 生 成 
TEIRA, MMH TERE tE. 


三 、 三 种 DNA 案 合 酶 的 结构 和 功能 


我 们 用 列表 的 方式 说 明 E.colt 的 三 种 DNA 聚合 酶 的 基本 特征 ( 表 3-1)。DNA RAW 
亚 极 为 复杂 ,目前 已 知 它 的 企 醇 包 会 10 种 共 282 个 亚 基 , 其 组 成 是 oaezbarayayasixabaB。DNA 
FAM MRA Te 3-2, 它 们 可 能 的 装配 模型 示 于 图 3-7。 
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a o RT ABA DNA REWRE . 


` DNA RABI DNA RST I | DNA R @ EF IT 
分 子 结构 | 单 链 分 子 Pre DM 3 Fase 
| ARR 个 亚 基 
分 于 是 (KDa) 109 to ; goo 
分 半数 /经 胞 i 400 160 : a ia 
Bios RAWAT + ` + + 
STORIE HER wo NBD a ad; aso ~ 000 
CAPR/ BS FD) $ oe ee L Gs 
， 3 oS! SpE + + + 
B'a" SMITE HE + a + 
_ PRE TE + - = 
-~ BARBIE >: + = = 
ATS RH 8% E 高 
BAREIN = 4 = + 
Sa 封闭 状 控 制 一 + + 


Hi-2 DNA RSE I 全 尝 的 亚 基 及 亚 案 集 体 


=: 2 |a w | RAK | 功能 及 组 成 的 亚 深 祭 体 
a dnaB 132 RAB 
k araQ 27 3 一 5 She RAAR) PAT BL) pom 
e to | eames J 05 KDa VK 
+ ane ZX u LD SRHUEA, ATPase 活性 
T dna Z(X) 52 组 成 7 Bak Pan* 
3 3 组 成 了 复 台 体 ， 又 称 因 于 亚 ; 过 去 误 认为 Gnar 产物 ooo KDa 
i 23 组 成 上 复合 体 4 
z 15 组 成 站 复合 体 
¢ 12 组 成 了 Mae 
R ana N 3 (ee eres 


图 3-? DNARGH 0 Sho eee 


， 观 将 DNA 来 合 栈 I 和 下 的 主要 特性 和 功能 介绍 如 下 : 
1。DNA RS Mie poll, pol PAA DNA RAMA E, 而 且 都 需要 模板 和 引物 ， 
只 有 当 引 物 具有 自由 的 3'-OH 时 帮 能 将 四 种 前 体 核 苷 酸 按 铀 基 配 对 规律 合成 DNA 链 。 但 
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poll (ERA RIS TEA DNA 的 修复 和 BNA 3) Gy Ay HB He; poll 才 是 使 DNA 链 延 
主要 的 聚合 酶 。 


REY 


2. 3/5 ahi 核酸 酶 活性 poll, poll 都 有 这 种 酶 活性 ,这 种 酶 活性 是 基于 对 不 配对 


奢 基 造成 的 单 链 的 识别 。 因 此 这 种 酶 活性 古 
保证 其 聚合 作用 的 正确 性 不 可 钠 少 的 ,这 种 
功能 称 为 校对 功能 ( 也 有 称 汐 编辑 功能 的 ) ， 
这 对 于 DNA 作为 遗传 物质 所 必需 的 稳定 性 
和 极 高 的 保 真 度 是 至 关 重 要 的。 其 作 几 原理 
见 图 3-8 所 示 。 


3. D3 shin de ARE AE poll A 
polt 的 这 种 酶 活性 ， 相 互 之 间 有 很 大 的 区 
别 。 Pol 开 的 5 一 3 外 切 核酸 酶 活性 只 能 作用 


AE DNA ,因此 , 它 不 能 产 # 


化 活性 的 生物 学 意义 还 不 知道 。 
Poll 的 5'3 外 切 核酸 酶 活性 有 如 下 特征 ， 
(1) 核酸 必 须 有 BERRA, AEA dee AE, Fy 5P 末端 , 这 种 酶 活 考 同样 可 以 


RHK 


ST TT ITT * 
G T A AG T C G 
T Gc AGG 
sdl, 
\ 
3 和 
作用 位 点 


(2) 被 去 除 的 核 玫 酸 必 须 是 已 经 配对 的 ;以 一 个 接着 一 个 的 方式 去 除 。 
(3) 被 去 除 的 核 鞋 酸 可 以 是 脱氧 核 接 核 彰 酸 , 也 可 以 是 核糖 核 昔 酸 。 图 8-9 eas Poll 的 
5/~3/ 外 切 酶 活性 的 若干 类 多 底 物 和 产物 。 


fa) 


{by 


{50) 


id) 


(ey 


RNA 被 去 除 


E 
Ly y 
y G 
# es 5 y 
了 = s 
yz ` 
x ate x 
¥ x 
lai 
sae? 
3 s 
[ES] ANA 
ALO, 
5 ee 5 
3 5 
Pi 
5 了 
3 -s 


图 3-9 poll Wy 53" Sh oR” 


fa) PSs RM wae (by ROA A (cc) 切记 
ERNA A EDR 
BTR PICO EOLA 9-12) 


(8) ARA 5 


— 


ER 
HERR 
G) 对 法 


ake 


无 外 切 活 性 


aE] 


日 (8) ROA 5 -P H 
SH GAT S-P RI, STA 


E 3-8 DNA AREAIS +5! Sh ERSE. 
BEREE Ao 
E 切 刻 平 移 作 用 (nick translation) poll 的 5'>3' 外 切 被 酸 


s9je 


下 面 庵 用 个 与 Poll 的 53 外 切 酶 活性 和 涌 合 酶 活性 有 关 交 现象 , 一 个 基 切 刻 平 移 


(nick translation) ,一 个 是 


EH TERR, EK (template switching), 


EHA Ssp ki Son Sh DIMES ERE AAEM TRAE AR 8’-O FL R Sa 
HRA BGG ETRO. HIF poll 不 能 像 DNA ERER EES OPE ER A 4B 1H -OH 来 
端 和 Piet ATE A BY EDR EE | A EA h 5 端 向 
3 RE ALR (ik PE CULT 3-10), 

在 实验 条 件 下 ， 可 以 让 切 刻 的 3 -OH 末端 进行 聚合 反应 而 不 让 切 启 的 BP 末端 发 生 外 
切入 的 水 解 反 应 。 这 样 , 生 长 的 链 就 置换 了 亲本 链 。 目 前 已 知 的 瑟 ,eo 玉 三 种 DNA RSM, 
只 有 poll 才能 进行 这 种 不 需 辅 助 的 置换 到 应。 在 其 他 一 些 链 的 置换 反应 中 , 需要 辅助 性 的 慢 
AERE ATP 以 殿 应 解 开 螺旋 所 需 的 能 量 。 链 置换 反应 亦 示 于 图 3-10。 

在 体外 实验 中 ， 沼 党 与 链 的 置换 作用 相伴 随 的 是 一 种 奇 弃 的 反应 ， 即 随 着 置换 作用 前 进 
展 , 生 长 链 抛弃 了 原来 的 模板 ,而 转 靠 被 冒 痪 出 来 的 亲本 链 为 模板 ,这 各 现象 叫 模板 转 撤 ( 图 3- 
11)。 模 板 转 统 可 能 只 是 实验 条 件 下 产生 的 现象 ， 或 许 没有 什么 生物 学 意义 。 


CETELE 
LEETE 
7 aza /7 N ears 
ars . aR 
TIKT: TOOT fe 
= jo 1a 


4. 核酸 内 殷 酶 法 性 


图 3-10 切 刻 平移 和 链 的 置换 


NA 


wee HHS 


图 3-11 模板 转 楷 示 意图 


当 一 段 DNA RA S-P 的 不 配对 单 链 时 ，poll 可 以 作用 在 与 此 单 
链 相 连 的 两 个 配对 套 基 之 间 , 切 断 其 梧 酸 二 酯 键 ， 


TTT ”如 图 3-12 所 未 。 
5. seo LULALA poll M poll ik r HIM 
p 5 | 3 TEASER ALR poll 只 能 充填 几 个 碱 基 的 小 
a ! 缺口 ,而 poll 能 充 仿 很 大 的 缺口 ， 甚 至 能 完成 儿 
x N kana 平 牙 个 互补 链 的 复制 。 这 实际 上 是 反映 了 poll 和 


加 3-12 poll pupa PDH STE EE pol 亚 MRAM EMA RWS EMAAR A3- 


6. DNA RS AAG 


4 G2 。 


13 表示 了 几 种 缺 吕 充填 的 类 型 。 


biari CAI DNA RAN RAER 53 DER, RNA 


Ei 产物 
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PHRAWI 


yansa Oy ia Q 


PeT RAREN 
3> 
一 一 -一 
RRO XASMI RU 


图 3-13 poll Fr polIII ptk E AHEJ] 


KARAR RNA 时 也 是 如 此 。 生 物 在 进化 中 选择 这 样 的 方式 是 有 它 的 深刻 的 化 学 - mere 
ERO. DARRERE V5 WTR WN 5 ASA A 
前 体 的 3/-OH (SRE. TSR SET EY a, PRP eA PEP T 
EET RA CE» PCR REIER RY CH BE BY BD 
AMHR, 要 不 然 ， 就 得 有 一 个 复杂 的 机 构 来 消除 这 种 影响 。 另 一 方面 ， 
假定 能 设法 消除 上 面 的 影响 ， 但 当 DNA RA METAR RT DURE, BER R H 
酸 ,切除 后 在 BP 端 只 剩 下 一 个 磷酸 基 , 又 必须 有 额外 的 能 长 供应 以 及 别 的 酶 参加 反应 才能 与 
下 一 仿 正 确 的 前 体 欧 3-OH 生成 吏 酸 二 栈 键 。 这 样 做 话 浪 费 能 量 ， 又 浪 山 时 间 ， 而 且 使 复制 
体系 增加 了 不 必要 机 构 与 环节 。 因 此 , 所 有 生物 的 炉 酸 链 的 合成 都 是 接 5'->3’ 方向 进行 的 ， 
无 一 例外 。 


四 、DNA EBRR 
由 图 3-13 可 以 看 到 ,DNA RAMA, ERATEN DNA IME, 但 都 
FILMS, RE DNA 过 接 酶 可 以 完成 这 一 项 任务 。 只 有 当 切 刻 前 3-OH 和 5 了 要 
锅 并 且 各 自 的 碱 革 处 于 配对 状态 时 DNA 连接 醇 才 能 起 作用 (图 3-14). 
OH (b) 
P 


oH (a) 
TOO. “I 
3 5oy 3° 
| OH (c) 
5 ros 六 3， 
z ， 3 5: 


Pa 3-14 DNA FEdRRS BORA 
R (a) HAERA, sty (b) 和 (0) 均 不 能 作用。 


a 93 。 


由 于 连接 反应 二 在 8 -OH 和 外 ~P 之 间 进 行 。 因 此 必须 由 ATP 或 NAD 的 水 解 来 供应 能 
BEARER mA ATP, i E coh 连接 酶 使 用 NAD(nicotine adenine dinucletide)。 


五 、 与 DNA 几何 学 性 质 相关 的 酶 

1. Kaki (helicase) 又 称 为 解 施 酶 ,是 促进 DNA 的 两 条 互补 链 分 离 的 一 类 酶 , 细胞 
引言 多 种 螺 话 杉 。 它 们 的 功能 相 瑟 重 选 或 平行 。 这 大 锋 是 由 于 许多 反应 都 需要 DNA 螺旋 
ROS, RE DNA 的 复制 这 个 精确 度 要 求 特 高 的 反应 更 是 如 此 。 AA BO ea R E 
过 程 中 都 需要 水 解 ATP 供应 能 量 , 它 们 具有 依赖 于 DNA 的 ATPase 活性 。 

漯 旋 酶 可 以 分 为 两 类 ,一 类 是 反应 后 酶 分 于 按 化 学 计 最 方式 与 产物 单 链 DNA Be, WR 
BEM LEE Ii 另 一 类 是 仅仅 催化 DNA 双 链 的 分 离 , 它们 党 与 单 链 DNA 结合 蛋白 (简称 
SSB 蛋白 , 即 single-stranded DNA binding protein) EA, RIB IL GER Ak”. 例 
如 E.coli 的 rop BA, WMI, T: 的 基因 4 蛋白 , Tay 46/61 与 45 的 复合 物 等 。 人 们 相 
fai HE Ecobi tp rop 蛋白 是 基 主 要 的 螺旋 酶 , 它 解 开 一 个 页 基 对 ,需要 水 解 2 个 ATP 分 子 。 

2，DNA itip (Boo Hap RM 1), 在 第 -- 章 中 我 们 已 经 提 到 过 这 一 重要 的 拓扑 异 
HH. 

在 第 二 党 中 我 们 还 讲 到 ， 大 多 数 天 
然 DNA 都 具有 负 超 螺旋 ， 它 不 伍 可 以 
EMBRAER, AAT AS RAR 
BHO, MACAW Ae, We 
SEAR HF SLAB ES Sh HT HA, 


中 Re HM, 45% 的 环形 DNA 双 链 已 
p 
Pd 


EeR a 


Aaah 


J o 经 复制 时 ， 原 有 的 负 超 螺旋 就 被 用 尽 ， 
Yoo oc 如 果 复 制 及 再 向 前 进 ， 就 产生 了 了 折 扑 学 
问题 (图 3-15), 
Bii RE MABRY aS AHA RAEE FH Eb Ho WOR A 
的 。 HE. coli i, ERREDNA RE HR (Eco 拓扑 异 构 酶 I) s EREDE ie NE 
BORMAN IER, RAIL DNA ERRIMAN mA RBH (Coumermycin), 
MEER (novobioojn) RR (nalidixic acid) 等 区 能 抑制 细菌 DNA 的 合成 。 在 啼 菌 体感 
染 的 细胞 中 + 这 些 试剂 能 防止 噬菌体 DNA fe WE de, PIAN A UR DNA 只 能 环 化 而 不 能 
超 螺旋 化 ,最 络 形成 工 形 DNA。 另 外 , 从 野生 型 菌株 中 分 离 出 来 的 螺旋 酶 能 结合 这 些 抑制 齐 。 
徊 从 能 抵抗 这 些 换 制 草 作 用 的 突变 体 申 分 离 出 来 的 旋转 聊 则 不 能 结合 这 些 抑制 剂 。 
探求 DNA 旋转 栈 作 用 机 制 的 基本 线索 是 :该 酶 对 DNA 分 子 的 每 一 次 作用 总 是 引入 两 个 
TARIE, ALTE DNA 分 子 中 , 它 的 超 沁 施 变化 总 是 偶数 。 扣 丝线 家 ,人 们 提出 了 
很 多 可 能 的 模式 ,其 中 一 个 就 是 所 谓 符 号 转化 模式 ,这 在 第 一 章 已 经 讲 过 了 。 
DNA 旋转 酶 有 四 个 亚 基 ,两 个 w" 亚 基 和 两 个 8- 亚 基 。 DNA NAS, PA B-P 末端 共 
价 连 接 子 两 个 e- 亚 车 。 这 样 ,断裂 双 链 DNA EME FA PL A RE 
Wy 另 一 方面 ， 它 储藏 了 砚 酸 二 耳 链 断裂 所 释放 出 来 的 能 基 。 在 转变 符号 后 重新 连接 时 不 再 
需要 活化 。 然 而 , 这 一 过 程 仍 慨 消 疾 ATE 以 促使 酶 构象 的 复原 ， 这 个 酶 的 8- 亚 基本 以 结合 
ATP 分 子 , 具 有 ATP BMPR. DNA 旋转 酶 的 作用 机 制 示 于 图 3-16。 
~ Ghee 


这 样 , 每 当 复制 丸 身 前 移动 产生 两 个 正 起 螺旋 时 ， DN 旋转 酶 作用 一 次 产生 两 个 负 赵 螺 
座 。 如 果 该 酶 能 在 复制 丸 前 有 一 个 结合 位 点 ,其 作用 应 该 是 十 分 有 效 的 ,但 是 现在 还 不 确切 短 

此 外 ,在 复制 步 又 的 最 后 一 步 ,如 果 蚌 环形 DNA 的 复制 ,必须 有 DNA 旋转 酶 将 环 连 分 子 
CCatenane) 分 开 , 这 在 第 一 章 中 我 们 已 经 讲 过 。 . 


图 3-168 DNA 旋转 梅 引入 负 超 螺旋 的 分 子 寞 型 
I: DNARRUAFAAAEORAMME NDNA REEDE. MA a TEURER 
UTS), KARRE DNA 断 观 点 的 部 分 M: 未 断 的 DNA REFERO Ws BRM 
ADNA, UEFA ARED FE Ve 连接 好 的 DNA REHE. 


第 四 节 DNA 复制 的 学 不 连续 性 2 


一 、DNA 半 不 连续 性 复制 的 汰 现 

AM BAYES. 没有 一 种 DNA RANAR -5 方向 使 DNA 链 生 长 ,也 没有 发 现 DNA 
由 含有 三 磷酸 基 团 ， 更 没有 发 现 用 NMP 作 前 体 来 合成 DNA 的 酶 ， 闪 此 链 的 生长 方向 总 是 
if 一 3 ， 而 不 可 能 相反 。 

链 的 生长 按 5'->3’ 方 向 进行 , 义 有 两 种 可 能 性 , 一 种 是 从 亲本 链 的 两 端 开始 复制 ,各 自 有 
一 个 复制 叉 ， 当 两 仿 复 制 叉 相遇 时 就 能 得 到 两 个 £ 


分 子 , 每 个 分 子 有 半截 是 单 链 状 态 (图 3-1, 实 SN 

BL, 细菌 DNA 在 任何 时 刻 只 有 大 约 5% 可 能 N ° 

APTOS. BAR OER, 1g 
TSR AYE I — A OL PE MSE NNN 
链 。 


从 一 个 复制 又 上 以 不 同 的 方向 复制 新 生 链 又 x 
有 两 种 可 能 ,如 图 3-18 Bra. AP D RA 。 图 3-17 线形 DNA 两 应 复制 假说 的 示 襄 同 
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新 从 作 是 分 唱 复 前 竟 , 一 条 二 连续 的 , 另 一 条 不 是 连续 的 ;而 (ja) 才 示 模 松 转 梳 复制 方式 ,其 中 
疡 生 链 在 复制 丸 处 切断 之 前 是 相连 的 而 县 饶 基 是 互补 的 ， 在 变性 后 则 可 形成 发 灾 牧 构 。 但 实 
验证 其 ,新生 的 DNA 分 子 是 完全 可 以 变性 的 ， 因 而 只 有 (a) 所 示 的 情况 才 是 可 能 的 。 


图 3-18 一 个 复制 灾 上 复制 的 两 种 可 能 性 
在 图 3-18(a) oh BRAS AT BM BR HT BB, 1968 年 网 崎 发 现 了 这 些 片断 ， 因 此 又 称 为 网 时 
片断 。 网 岩 用 两 种 实验 来 证 实 这 些 片 断 的 存 
在 :一 种 是 咏 冲 标记 实验 ,一 种 是 脉冲 追 喀 实 
验 。 脉 名 标记 是 以 [?HJdT 加 入 到 召 .co5 E 
脉冲 标记 养 基 中 , 30 秒 钟 杀 死 细菌 提取 DNA 进行 碱 
离心 分 析 。 脉 入 追踪 实验 是 在 脉冲 标记 的 基 
RIE CARIT 30 秒 钟 ) ,将 细菌 立即 转移 到 无 放 
射 性 的 dT 中 培养 数 分 钟 ,然后 提取 DNA 进 
wk <- 一 一 -一 BRA OT ,其 结果 示 于 图 3-19。 
Ree ERA ,脉冲 标记 的 片断 大 小 为 1000~ 

图 3-]9 脉冲 标记 和 脉 吕 追踪 及 其 碱 次 心 实 验 结 果 2 000 ARER, REI 3-180) 的 复制 模式 ， 
只 应 当 有 一 半 的 新 合成 的 DNA 有 网 待 片 断 ,而 图 3-I9 中 都 县 差不多 大 小 的 网 崎 片断 ， 这 不 
能 不 令 人 旋 谅 。 其 实 是 ,党 着 复制 叉 前 进 方向 合成 的 这 条 链 ( 先 导 链 ) ,其 合成 过 程 是 连续 的 ， 
在 合成 时 ,由 于 尿 哮 啶 移 渗 入 ,以 致 于 实验 时 才 产 生 网 晴 片 断 。 

二 上 面 在 讲解 核 营 三 葡 酸 前 体 时 ， 普 经 讲 到 ， 由 于 DNA 聚合 酶 不 能 区 别 dU TP 和 TTP 
(E dTTP), Æ E.coli KAA aUTPase, 可 将 aUTP (一 部 分 让 4UDP RRA E; 一 部 分 
由 GOTP 脱 氮 氧化 而 产生 ) 转 变 为 dUMP5 然而 aUTPase 的 作用 并 非 能 一 个 不 漏 地 将 QUTP 
转变 为 40MP MA ROM dUTP PH BAD DNA AMARA. (此 外 ,细胞 内 DNA 也 
CUR SB Ee C RARER U 的 反应 。 但 在 新 生 的 DNA 链 中 ,这 可 能 不 起 主要 作 
用 )。 这 些 在 DNA HHU 必须 要 去 除 , IREI- AE RE RE, 其 中 包括 
BRIEDE N-P N OU RENE N-A REE DNA BAER AP BURRE OTEREN 
RRE JOR AER) Sb OEE ARNE ( poll) ,DNA RAR), DNA 连接 酶 等 (具体 反 
应 机 制 见 收 复 一 章 ) 。 

由 于 体内 尿 喀 啶 N- 糖 基 栈 作用 较 决 ,而 AP 内 切 核酸 酶 作用 很 刘 , 因 此 提取 出 米 的 没有 尿 
PERERA TOT RL, EATA 4UTP 与 QTTP 之 比 大 约 为 1: 
300, 因此 新 合成 DNA 的 链 中 平均 大 约 1 200 个 破 基 就 可 能 有 一 个 尿 喀 旷 存在 。 后 随 链 也 同 
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样 受 生 贿 财 院 的 渗入 利 切 除 事件 。 因 而 周 畏 片断 的 到 小 实际 上 主要 取决 于 如 滩 入 的 频率 。 于 
是 ， 两 条 新 生 链 在 碱 水 解 后 产生 差不多 大 小 的 冈 时 片断 。 这 种 情 癌 下 的 网 贿 片 断 应 该 称 为 尿 
晓 喧 片断 , 它 并 不 能 反映 后 随 链 合成 的 周期 性 起 始 的 情况 。 

关于 dUTP BA DNA H AREA IER feeb 4UTPase 的 突变 菌株 (dnt-) 中 ， 
WARS RMA DNA, HIRR ER E. 缺少 尿 嘱 啶 -N- BE UREA RAR 
Cung yp AKA RT DNA AA A ERP A, BER 
DNA SEE BA BRRRESER A, ABET eb FR ma EN A BE RR» LER DNA 
PEER Bb BCP TE RE ES [ER ARNA, 

在 ung- See eh PAE DLT BE T Ze DNA 复制 过 程 中 ,一 条 新 生 链 的 合成 是 连 
续 的 , 另 一 条 新 生 馆 的 合成 则 是 不 连续 的 。 不 连续 的 合成 需要 模板 上 的 特别 序列 或 其 它 信号 ， 
借以 同期 性 地 起 始 合成 风 崎 片断 ,然后 再 将 这 些 片断 连接 起 来 。 就 总 体 来 说 ,两 条 新 生 链 的 合 
成 进度 大 体 相同 ;但 是 在 复制 叉 处 ,连续 合成 的 链 总 是 领先 于 不 连续 合成 的 链 ， 因 此 前 者 称 为 
先导 链 ， 后 者 称 为 后 随 链 。 因 为 不 连续 的 合成 的 片断 需要 一 个 特别 的 信号 以 便 进行 周期 性 的 
起 始 作用 ， 故 有 此 瘟 别 。 这 可 以 用 高 分 辩 率 的 电子 显 微 错 观 察 正 在 复制 的 DNA 分 子 加 以 证 
实 (图 3-20)。DNA 到 合 酶 下 全 了 酶 是 一 个 具有 双 活性 位 点 的 非 对 称 的 聚集 体 " 实 琉 了 先导 链 和 
后 随 链 的 同时 复制 。 因 此 ,二 者 的 复制 进度 大 体 相同 是 再 记 当 然 的 事 。 


图 5-20 2 REO OAM TURAN, MEARE 


二 、 引 物 (Primer) MEIRE (Primase) 


人 们 在 确定 各 种 DNA 素 合 酯 所 需 的 反应 条 件 时 出 乎 预料 地 发 现 ， 已 知 的 任何 一 种 DNA 
瑟 合 酶 都 不 能 从 头 起 始 合成 一 条 新 的 DNA 链 ,而 必须 有 一 良 引 物 。 造 今 为 水 ,人 们 所 发 现 的 引 
HKEA-E RNA, 其 长 度 和 序列 随 著 基因 组 的 种 类 而 异 , 在 大 多 数 情况 下 为 1~10 PEE 
PCH 3-3). Bl Sway RNA (如 mRNA) 不 同 ， 它们 在 合成 以 后 并 不 与 模板 分 离 , 而 是 
以 每 键 与 模板 结合 。 可 见 这 种 引物 可 能 是 由 一 种 性 质 独 特 的 BNA BABAR BHR 
RNA 5/000 SRR 5) EN CE AM RIM SH). E.coli 的 引发 酶 是 一 条 单 
BGs ,分子 量 为 66KDa; 每 个 网 胞 中 有 50100 个 分 子 , 它 是 由 dnad 基因 记 编 码 的 ， 该 栈 单 
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而 窑 在 时 古 相 当 不 活 泌 的 ， 具 认 在 与 有 关 蛋 自 质 相互 结合 成 为 一 个 贫 合 休 时 才 有 活性 。 这 种 
和 合体 就 称 为 引发 体 ( 吕 本章 第 六 节 )。 
3-3 后 随 链 前 体 片 断 的 RNA 引物 


# M 组 引物 k E Gut) a: Sit 
om “ins 
m Ins i pevac Ns i 
exits | ns (ira i aoe, ant $ 290, paars 
ie a E a _ I 大 的 8 E (PERAJE: 
本 | i AM 10 7 Ppp(a/G)Ns 
poya . AWD | 
罕 细 茧 中 ， 千 导 链 的 引物 得 后 随 链 中 前 体 片断 的 引物 在 合成 时 需要 不 同 前 条 件 。 实 验 表 
明 , 后 随 链 前 体 片断 引物 的 合成 不 受 利 福 平 (rifampicin}) 的 币制 ,而 先导 链 引 物 的 合成 受到 利 


福 平 的 强烈 拖 制 。 人 们 已 经 知道 ,引发 酶 对 利 福 平 是 不 钥 感 的 ,而 RNA BAR AB ETA 
敏感 。 因 此 在 很 长 时 期 中 人 们 认为 后 随 链 前 体 片 断 的 引物 是 由 引发 酶 合成 的 ,而 先导 链 的 引 
物 是 轩 RNA RS MARIN. WR, Kornberg 从 人 认为 ,这 是 由 于 两 种 类 型 前 引物 合成 症 在 
不 同 的 分 子 状 态 下 进行 的 ; 先导 链 的 引物 合成 需要 引发 双 链 DNA M JE BE a PR Hd 
的 合成 是 让 已 经 解 链 的 状态 下 进行 的 。 可 能 在 大 多 数 情况 下 ,两 种 类 型 的 引物 都 是 由 引发 酶 
合成 的 ,而 RNA 育 合 酶 的 主要 作用 就 是 通过 转录 过 程 而 解 开 局 部 前 DNA SRR. EID 
就 称 为 转录 激活 (transeriptional activation), 

BZ PARAL RR EE A A, 先导 链 合 成 起 始 的 关键 又 是 引物 的 
产生 ;引物 产生 的 关键 又 是 转录 激活 ， 也 就 是 RNA RAN PY DNA 序列 转录 成 一 
系列 长 度 不 等 的 RNA 短 链 。 至 于 转录 激活 所 产生 的 RNA 能 否 作 为 引物 来 引发 先导 链 的 合 
R SHRP APRS, PRB AEM RS ABH Col El DNA 复制 时 先导 
EHR WH RNA 请 合 酶 合成 的 。 这 类 引物 养 不 是 整个 的 转录 产物 ,而 是 经 过 RNAaseH 部 
分 降解 后 的 片断 。 可 能 在 大 多 数 情 况 下 ,转录 产物 并 不 用 作 绰 物 , 江 主要 作用 起 打开 复制 辕 点 
处 的 DNA UHR Ie Lea et Rive hy DNA 序列 ,然后 引发 醚 和 有 关 的 蛋白 质 在 此 序列 上 装 斋 成 
引发 体 ,进而 合成 RNA 引物 。 以 上 这 两 种 训 物 产生 方式 示 于 图 3-21。 


三 、 前 体 片断 的 连接 
当 poll 将 一 段 DNA 链 延 仲 到 前 一 个 前 体 片 断 的 引物 RNAm, CERNE R EA R 
DN4， 也 不 能 水 解 RNA 引物 ,而 只 是 留 下 切 肇 或 者 缺口 (究竟 是 切记 还 是 缺口 或 者 随机 是 一 
者 之 一 ,者 还 未 得 到 证 实 )。 即 使 是 留 下 切 赣 , 由 于 了 NA 引物 的 SORES BERD ,没有 一 种 
连接 梧 能 将 DNA 片断 与 了 NA 引物 连接 起 来 ,这 时 ,必须 由 poll 的 5—3 外 切 核酸 酶 活性 来 
切除 RNA 引物 (RNAaseHH 也 参与 这 一 切除 过 稳 ) 同时 pol T 以 其 85-*37 RARAS 
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图 3-21 RNARGATES to EEE 
(a) BNA BSH RURNAME 经 RNAaseH SHARMA ATE AS (b) RNA 
SMP EUR RNA BRITT DNA 双 螺 族 使 引发 体 得 以 形成 ， 然 后 由 引发 酶 合成 引物 
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图 3-82 Bicol 复制 灵 处 所 进行 的 反应 
© DNA RSI SRERARERLETRARE: © DNA 引发 梅 (在 引发 体 中 ) 合 成 引物 BNA, 
© DNA RARIARNA HARI HERNA FILERE © DNA 连接 本 将 一 个 个 网 臣 片 断 
HEA BREE, © DNA 蜡 旋 广 解 开 双 巢 族 成 为 单 链 ; 28 DNA REER ET MAS By 
O DNA RHA A A AA BE e CURA REX NE E Ree, 


EE-E 


的 磋 氧 核 昔 酸 聚 合 上 来 ,也 就 是 说 进行 了 连续 的 切 肇 平移 或 缺口 充填 。 当 poll 前 进 到 前 一 个 
片断 的 脱氧 核 背 酸 部 分 时 ,有 时 也 能 将 切 刻 再 向 前 推进 几 个 核 音 了 本 ,但 由 于 DNA ERASE 
PEREAT IA., RAAE REALNE ET RTE 3-23。 

为 什么 需要 RNA 作 引 物 而 不 直接 起 始 一 条 DNA 链 呢 ? A- HAREE RNE 
经 知道 ， 一切 生物 都 要 以 极 高 的 保 磋 度 复制 其 DNA。 从 模 概 捞 贝 最 初 的 此 个 核 普 酸 时 , 由 于 
MERRIER RARAS BERKI, AEREN RERA RAER AM 
上 这 几 个 核 代 酸 还 没有 与 模板 形成 稳定 的 双 链 结 神 ,DNA 涤 合 酶 的 3 LET 
作用 。 因 而 解决 办 法 就 是 机 用 一 灵 过 湾 形 式 ， 而 这 种 过 波形 式 在 不 再 需要 时 又 容易 被 别 除 。 
Sat RNA RRA SH AB Poll 识别 而 停止 共 罕 合作 用 ,又 便于 PolI 进 行 切 刻 平移 。 
切 肇 平移 过 程 中 发 生 错 误 的 机 率 极 少 ， 因 为 PolI UREA 8/5 校对 功能 。 这 个 切 刻 最 终 为 
DNA 连 搂 酶 所 震 合 。 以 上 所 流 , 只 不 过 是 假说 而 已 :不 过 , 客 也 似乎 是 有 道理 的 。 


第 五 节 DNA 复制 机 构 指 复杂 性 2 2 


HF DNA 汤 携带 的 遗传 信息 关系 到 物种 的 根本 特性 ,因此 DNA 复制 过 程 所 要 求 的 精确 
度 非 常 高 。 如 果 这 一 精确 度 不 能 得 到 保证 ,不 但 不 能 保持 物种 的 根本 特性 ,而 且 常 常 连 生 命 也 
维持 不 了 。 因 此 , 如 时 缺乏 复制 DNA 的 能 力 ， 对 于 任何 一 个 绍 胞 属 基 致命 的 。 正 因为 DNA 
复制 对 于 有 机 体 是 如 此 重要 ， 以 致 于 生物 体 演 化 出 极为 复杂 的 DRA 复制 机 构 。 ZERIT 
中 ,DNA RAPRA 30 种 以 上 的 基因 产物 ( 见 表 3- 分 。 其 中 一 些 基因 产物 在 一 个 特定 的 复制 
原点 097i 序列 上 装配 成 复制 体 (将 在 下 一 节 秀 述 )。 许 多 与 DNA 复出 直接 相关 的 基因 被 称 为 
dna 基因 ;不 过 也 有 其 他 不 同 的 省 称 。 

由 于 DNA 复制 的 重要 性 ,有 关 DNA 复制 基因 前 突 恋 栖 必 然 只 能 是 条 件 致死 突变 , 中 该 
突变 体 在 允许 条 件 下 (如 37°C) 能 进行 DNA 复制 ， 而 在 非 多 诉 条 件 下 (如 42°C) 则 不 能 进行 
DNA 复制 。 利 用 温度 敏感 突变 体 蕊 鉴定 出 一 系列 的 in 基因 位 点 。 根 据 这 些 突变 体 的 表现 行 
为 可 以 分 为 两 类 ; 一 类 是 缓慢 停止 突变 体 (8low-stop mutants, H s 表示 ) MLSE Hh EAE fo 
许 温度 下 能 完成 正在 进行 的 一 软 复 制 ,而 不 能 开始 下 一 轮 复 制 .因此 s 突变 体 基因 的 产物 必然 
是 级 胞 从 染色 体 复 制 原点 起 始 一 轮 复制 所 必需 的 。 另 一 类 是 进 速 停 直 资 变 体 (fast-stop mu- 
tants, 以 卫 表示 ) , 即 该 突变 体 在 提高 源 度 时 则 立即 停止 复 制 。 因此 这 些 突变 体 的 基因 的 产物 
必然 是 DNA 链 的 延长 及 网 崎 片断 的 起 始 与 连接 所 必需 的 。 需 要 指出 , 某 些 了 突变 栖 基因 的 产 
物 也 基 复 制 起 始 过 程 所 必 不 可 少 的 。 尽 管 其 表 型 是 迅速 停 正 介 制 。 还 有 ,用 温 炭 敏 雹 突变 体 鉴 
SE Hkh dn 基因 并 非 都 直接 参与 DNA 复制 , 而 是 涉及 到 与 DNA 复制 相关 的 过 程 。 例 如 
dnaF "MERE LARA REE WI, BLE rad A; 又 如 dnas 产物 
是 dD0TPase, 讽 在 称 为 2ut。 这 两 小 基因 都 与 DNA 复制 所 需 的 前 体 供应 有 关 。 扒 而 , 尽管 人 
和 们 花 了 巨大 的 精力 来 分 离 Zna 突变 体 , 但 并 未 能 鉴定 出所 有 的 DNA 复制 所 需 的 蛋白 质 , 例 如 
on” ny8, 6 由 等 以 用 一些 目前 消 不 知 距 的 蛋白 质 。 

AER dna 基因 的 作用 ,可 以 有 两 入 方法 ,一 种 是 将 完全 的 复制 体 分 离 成 单一 组 分 ， 
然后 再 重建 ;一 种 是 从 &na 突变 体 中 分 离 复制 体系 ,然后 再 如 入 野生 型 的 提取 物 观 察 复制 话 性 
的 饮 复 情况 。 用 这 种 体外 互补 试验 可 以 鉴定 各 ne 基因 的 产物 。 
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E.coli RAR: 4 FMSZKDA REF orie 
REE RAHH, ARE, AF00 KDa, Hem AIT RAAR 
区 酶 活性 
复制 起 冶 和 前 体 片断 合成 的 起 始 ， 习 发 体 组 分 ;分 子 盘 25 氏 Da。 六 个 单 体 缚 
AF DaB ARE, 
| RARA dna, 符号 dred 不 再 使 用 。 
| Dol UE UR, AR MR, ATEL Da, 每 细胞 20 个 分 
7. 
PRL PRLRB, Kinta 
引发 酶 、 合 成 前 体 片断 的 引物 ， 单 位 ”分子量 60 KDa, waet PF 
B and 类 以、 还 未 很 好 地 公证, 
SKEE, METH, 
AHER, METI, SRM BSPT ARAE. 
| RER, PII ERATES, ATEST KDa。 
O AMER, MPH, Poll 全 酶 的 亚 其 。 
| AWURE, Pom 的 全 酶 的 亚 基 e 2 FE 27KDa, 


篇 码 71 KDa 的 亚 基 r， 亚 基 r 能 与 模板 结合 亚 基 + 在 蛋白 水 解 枚 作用 下 
ÆR 2K Da 的 亚 基 VR SBR 

118bp , PH RT HRN AATE 

之 功能 的 Poll, HME, BEN OTR, 

DNA RREH a EH. ABRAM, RHAEERE. TARR 
aH. 

DNA HEH SUR. MES SRAH. 

DNA EER, RAUA ERMEE, AFE T KDa, SA 300 个 分 字 。 
AUTPase 

SER EM Gl ML DNA RAE, FRM ATP, 分 子 量 KDa, HRS 
50 个 分 子 。 

FRADE -N- EME, I DNA 上 除去 尺 喀 宽 。 

BNAR SHES, Bile, RAGES 

RRB orid 的 了 DNA 复制 

A EDNA RAEE MVILRAREAC RES, RHR. URN, 
BO RERM RRR. MRE, PTET KDa, BARA 300 个 分 子 。 

PAREKURA, 12 F/R, SRK, AFR 66 KDa, ARS 50 
个 分 于 。 

DRERI AHED, 1 分 子 /复制 只 .分子量 5 KDa HARE 60 Sar, 

预 引发 体 及 引发 休 组 分 。 

预 引发 体 及 引发 体 组 分 。 


iE, 突变 体 素 型 S 束 示 条 御 突 赛 体 在 非 许可 条 件 《 温 底 ) 下 复制 缓慢 停止 。 下 表示 条 件 突变 体 在 非 许 可 条 件 ( 江 度 ) 下 
复制 还 这 停止 。 


第 六 节 DNA 复制 的 起 始 1 es 


一 、 先 导 链 合成 前 起 始 (上 )， 从 新 起 始 


关于 从 新 起 舱 合 成 DNA 的 机 制 ,大 们 仍然 知道 得 很 少 。 运 今 记 知 道 的 能 普遍 适用 于 拘 菌 
各 唆 菌 体 的 一 个 视 律 是 ;从 新 起 涌 合 成 DNA 发 生 在 特定 的 DNA 序列 即 复 制 原点 之 中 ， 原 核 
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EYER PAs Ee RM, RAP aS Bee i OR RET RAR BE 
HARARE, 由 BNA ROMMERE TERRERO; TOR RA RET 
Wie RS PR ik. FE RPT RP E RE A Ep 
功能 ,特别 是 E. coli W SME ori 和 依赖 于 oriC DNA SWAN TT RAR BOE 
Ae ERE Ee LY EA eS FB BRAT De 
ARE BE RGM ie T7 的 复制 超 始 。 

L EA RA4S LAY, ori 与 E.coli DNA anai ”所 有 有 基因 组 DNA 的 复制 
原点 都 处 于 家 螺旋 结构 内 部 ， 就 是 线 状 DNA 也 不 是 从 末端 开始 复制 的 (引物 不 是 RNA 的 复 
制 例外 )。DNA 在 复制 原点 处 开始 复制 时 ,总 是 先 出 现 一 个 复制 油 。 其 中 先导 链 已 经 引发 并 开 
始 合 成 ,与 其 模板 形成 双 链 结构 ,而 另 一 条 亲本 链 则 被 先导 链 置 换 出 来 。 这 样 的 由 一 条 单 链 和 
一 条 双 链 组 成 的 三 元 泡 状 结构 ,又 叫 置换 史 轻 或 卫 ARE displacement loop), AAS RET 
另 一 条 素 本 链 ( 即 后 随 链 的 模板 ) 的 特别 序列 置换 出 来 (以 单 链 的 形式 )， 才 能 产生 后 随 链 前 体 
片断 的 狐 引 发 作用 (prepriming)。 

最 典型 的 DD 噜 紧 复 制定 哺乳 动物 线 灶 体 的 复制 。 企 双 螺 旋 的 特定 位 点 即 重 链 的 复制 原点 
On 附近 ,以 轻 链 为 模板 复制 一 条 重 链 ， 而 原来 的 亲本 重 链 被 置换 出 求 成 为 DD 噜 噬 。 在 通常 情 
视 下 ,这 段 新 合 成 的 重 链 内 有 500600 b 有 特定 的 5 端 , 而 3 MEUM RE AT 3m~4 种 不 局 的 位 
轩 。 这 条 新 生 的 短 链 不 稳定 ,很 快 被 降解 ,但 又 很 快 重新 合成 ， 以 经 常 保 竺 线粒体 的 这 一 区 眉 
成 为 也 噜 唉 。 高 等 植物 的 叶绿体 也 有 两 个 中 叭 吗 。 线 粒 体 知 要 复制 其 DNA BY, DRIES 
扩大 # 一 直 扩大 到 整个 线粒体 DNA 的 大 约 67% 的 位 置 时 ， 被 置换 出 来 的 亲本 重 链 上 的 轻 链 
复制 原点 Oz 才 暴 能 出 来 , 于 是 开始 了 轻 链 的 合成 。 由 于 起 步 较 晚 ， 当 重 链 合 成 完毕 时 , 轻 能 
才 进 展 30~40 免 。 这 时 分 离 出 两 个 环形 DNA 分 子 , 一 个 是 双 链 环 ， 一 个 是 不 完整 的 双 链 环 。 
各 自 完 成 复制 合成 以 后 再 由 DNA 连 搓 酶 连接 成 寺 闲 的 双 链 环 ， 进 而 占 拓扑 异 构 酶 转变 为 超 
旭 旋 形式。 这 一 过 程 示 于 图 3-23。 

关于 线 粒 居 的 复制 机 构 及 复制 机 制 还 不 完全 清楚 。 从 线粒体 的 卫 葡 嘴 复 制 可 久 看 出 ,复制 
原点 是 这 位 一 段 DNA 序列 : 它 起 关羽 一 条 亲本 链 为 模板 的 DNA 的 合成 ; 双向 复制 可 能 意味 
着 每 一 条 DNA 链 均 有 肯 己 的 复制 原点 ! 当 商 条 链 的 复制 原点 非常 靠近 时 即 处 于 通常 所 说 的 
一 个 复制 原点 之 中 时 ， 才 能 表现 出 双 钢 等 速 复 制 。 幢 复 创 诛 点 的 性 质 决定 了 复制 叉 的 数 月 和 
方向 以 及 每 个 复制 及 的 进度 。 人 人 可 能 会 天 真 她 蕉 想 ， 在 一 个 方向 的 复制 及 中 产生 了 先导 链 
和 后 随 链 的 前 你 片断 ,然后 第 一 个 前 体 片断 活着 e 方向 延长 ， 就 成 为 另 一 个 相反 方向 的 
复制 叉 中 的 事实 了 上 的 先导 链 。 假 车 果 真如 比 , 则 任何 一 个 复制 元 (replicon) 的 复制 者 应 表现 
ADU Hl. MENE MRR ME ee EE, 甚至 和 完全 为 单 向 复制 
的 情况 ,正如 第 二 节 中 我 们 所 看 到 的 那样 。 单 向 复制 以 丰 其 他 多 种 事实 导致 了 这 样 的 建议 : 同 
一 个 DNA 浓 合 酶 辽 复 合体 (复制 体 repligome) 同 时 复制 了 先导 链 和 后 随 链 ( 先 导 链 和 后 随 链 
同时 复制 模型 将 在 下 一 节 中 叙述 ); 相反 方向 复制 又 的 启动 ,可 能 需要 装配 第 二 个 复制 体 。 

oriC 是 细菌 DNA 复制 调控 的 主要 场所 。DNA 复制 速率 的 调节 主要 在 于 起 敬 的 频 举 , 而 
DNA 延长 的 可 度 则 大 体 上 是 恒定 的 。 还 有 证 据 尖 明 ,oriC 不 但 与 复制 起 始 有 基 , MARSH 
制 终止 以 及 子 染 色 体 在 子 代 细胞 之 间 的 分 配 有 关 。 近 年 来 ,由 于 ort? 的 克隆 与 共 核 首 酸 序列 
SY OTH BEM TKR ori 的 体外 DNA 合成 起 始 系统 的 建立 ， W orio 的 结构 和 功能 的 研究 
进入 了 一 个 新 阶段 。 
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150 ara, 200 
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ITT, RANCE GOARA, ATTAN, -- iT Yt 
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DAR SEEGTT AAGAA.  GCTIT, ps JA AAGE A btas j 
Ta, GAGARA CCCGTT  CTTAC. =~ Dott lincgit a rca 
caac | Toeatc Terit, saate? ve | 
w Hind Ht 350 Re i i 
Ahann k aatannggTT? ATTETTTGGATAAC TAC AGT raar@eance are emanCal TANTTATCOAGAR EnGannannn-GaT = consetus segen 
kaiaia 
AA EA CAA,CT.ECTCA Gu Ercharirhia coti 
TETEAL.AACE ALCO; 5 Saitonelia typhinarien 
at AEG ie ter aoroge 
aac o te CARL AAGTAT= la pasur nize 
taa G G Trea VCTECEG- rotovars 
人 a GaTeTTregeer. 7; Verip harvey 


E 3-24 ESRI SH GMP, R PERRA AR 


的 核 窒 酸 ， 小 大 写字 母 形 示 在 五 种 细 苗 中 都 相同 的 核 背 酸 ， 小 - 
种 细菌 中 有 3 或 4 种 相同 而 且 总 共 只 有 两 种 类 型 的 以 车 Be, ng 
三 种 以 上 的 槟 全 酸 类 型 或 者 昌 只 次 两 种 核 茶 酸 类 型 但 有 一 种 细菌 在 此 外 航 失 。 
RUE A RAD) GR ori MATE BTR. C) ARI- 
序列 相同 ，(~)》 表示 缺失 。 

通过 缺失 分 析 已 经 正明 , E.coli 双向 复制 原点 ori 至 少 包括 245 bp( + 22-~ 4267), fi 
F gid a HAA 16 KDa MASA, 在 如 .cof5REI12 株 的 遗传 图 上 位 于 84 分 钟 (图 3-24)。 另 外 
5 PRS RAM oriC 也 已 经 确定 下 来 ;它们 的 嵌 殉 与 卫 ,co8i 的 oriC 高 度 相 关 , 可 以 看 作 
Æ E.coli or tC 的 帘 变 体 ,因为 它们 能 够 作为 基因 组 欧 复 制 原点 在 E.coli 细胞 中 起 作用 并 使 
用 及 ,cot 的 复制 起 始 因 子 。 其 他 5 种 orid E.coli 相 比 较 , 只 有 极 少 量 的 插入 和 饼 失 , 击 且 集 
TE + 28—~ 58 这 一 范围 肉 。 在 6 种 oriC 中 ,全 保守 的 序列 高 达 50 吕 ;6 种 07 沁 序列 中 有 5 
种 相同 的 列 高 达 67 钨 。 

Ait Bala ont 在 结构 上 有 如 下 特征 ， 

D AtT) 2H 56%, RRM S RE MR  CA+T) 的 含量 。 

(2) 在 ort Hs, Be TAL PI Re ERPS TE SR a} BR BK BR E 
WAL HH AV RLRRSE AL. PME +92, 4155, + 244 附近 可 以 多 许 茂 基 替代 突变 的 在 在 ,但 不 能 
允许 碱 基 的 插入 和 缺失 。 

(3) Æ orie H, I~ + GATO 位 点 (大 肠 杆 菌 有 11 个 ) ,其 中 有 8 个 GATO 位 点 在 
6 $h oriC 中 的 位 置 客 全 保守 。 SR, ori 质粒 对 于 dam WHHL, MEA 
dam. E.coli 菌株 中 分 离 出 来 的 oriC 质 粒 在 依赖 于 or 记 的 体外 起 始 复制 体系 中 不 能 很 好 地 
起 始 复制 。 因 此 ,GAYTO Se ORAS AR NE oriC 的 功能 是 不 可 缺少 的 。 

《4) 有 四 个 高 度 保守 的 DnaA 识别 位 点 R1,R2, R3, R4, 其 中 Rl 和 Rl ARS 
的 重复 序列 ， 而 总 在 6 Horie PH PASE, RIE RL WEBS. R2 是 及 的 正 向 
重复 。 另 外 RS 在 5 种 ori 中 吉 是 高度 保守 的 。 这 些 位 点 是 DnaA § ori 的 结合 所 不 可 缺 
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De 

(5) ori 中 没有 大 于 20 个 密码 子 的 开放 阅读 框 

{RBCS oriC HAAS MER RABE Dod 的 存在 ,而 且 对 利 福 平 是 缴 感 的 。 这 就 
表明 DnaA 利 RNA RRR AH. HUG A. Kornberg 等 人 的 研究 , orio 的 复制 起 始 
HAE DnaB,DnaO,DNA SIR REDNA 旋转 酶 ,DNA RGM SHUR HU BA, 拓扑 异 
构 栈 了 ,88B 蛋白 ,RNAageH 等 畏 荔 成 分 。 综 合 近 年 来 的 研究 结果 ,如 .co 史 DNA 的 复制 起 始 
可 能 包括 如 证 步骤 ， 

(D 转录 激活 : 由 了 NA RAM ROR EM 16 KDa 基因 的 局 锅子 (P2) 以 及 
asnC 基因 的 启动 子 (PL) 开始 , 由 右 至 左 进入 oriC, eR BYTE ori 内 大 约 有 20 Hee 
点 铀 ,其 中 大 部 分 位于 oriC 的 左 准 边 。 在 ori ABU Bib eg RNA-DNA 转变 位 点 十 
分 吻合 。 当 鳅 这 并 不 能 说 明 引 物 就 是 RNA 形 合 醉 向 转录 物 , 上 一 贡 中 记述 的 两 种 可 能 性 均 不 
PEHE. PEA DNA 复制 时 首先 启动 的 是 反 时 土方 向 ( 左 向 ) 复 制 又 。 在 ori RE, 
沸 来 发 现 顺 时 针 方 向 复制 叉 的 RNA-DNA 转变 位 点 。 据 推测 , 有 可 能 在 左 向 复制 又 的 第 一 个 
网 畸 片 断 上 形成 右 向 复 个 又 的 复制 体 。 另 -一 种 可 能 性 是 右 赔 复制 叉 的 先导 链 是 在 oziC 以 外 
引发 的 。 

O MYRNA WAM, BE MBER orie, ATP, Dna, HU HH, Topl, DnsA 结合 
于 了 1I-R4 位 点 1HO 和 蛋白 识别 并 刺激 oriC AT R E E EAR ERA s TopI 也 
J orio 特异 性 复制 所 必需 。 在 这 一 阶段 ，ATP 是 攻击 的 ， 但 不 被 水 解 ， 因 为 用 不 可 水 解 的 
ATP 同 系 物 ATP-?S (RAF ATP 同样 有 效 。 

，(3)》 预 引发 体 的 形成 ， 这 一 步 又 的 前 提 条 件 是 DnaA 已 结合 于 RI-R4 位 点 。DnaB-~ 
Dna0 ARIA ori? HARS RHE. 

(4) RFP 的 形成 : 在 DnaB 的 螺 施 栈 活性 和 DNA 旋 团 酶 的 拓扑 异 构 酶 活性 作用 下 , 以 
KR ATP 为 能 源 ,促进 大 范围 的 解 链 (有 SSB REM DNA 结合 )， 在 oriC RAR 
旋 提 高 10~15 悦 , 形 成 一 个 具 很 高 迁移 率 的 复出 形式 , 称 为 REFIT*。 

(5) 引发 体 的 形成 ， 高 度 解 链 的 模板 与 蛋白 质 的 复合 体 促 进 DNA 引发 酶 施 入 进来 形成 
引发 体 ,然后 合成 引物 RNA, . l 

(6) DNA 的 合成 ,这 项 尾 务 出 DNA 豪 合 酶 下 全 酶 担任 ,其 由 -EEA RAR, EA 
8/~>5' 外 切 核酸 酶 ,8- 亚 基 保 证 了 全 酶 作用 的 进行 性 (processiYity), 而 T~ 亚 基 和 ?- 复 合体 则 
保证 了 8- 亚 基 作用 的 发 挥 。} 

2. WAR A DNA GA Meets MERE A AY DNA 复制 在 早期 阶段 和 晚期 阶 舟 采 到 不 同 
的 方式 ,在 早期 为 9 复制 , 在 晚期 为 滚 环 式 复制 。 我 们 这 里 只 讲 其 早期 复制 。% 的 复制 原点 
处 的 结构 示 于 图 3-25 中 。 和 的 复制 原点 包含 三 个 部 分 : 四 个 高 度 保守 的 19 个 bp 组 成 的 正 向 
重复 序列 , 称 为 or5 重复 序列 ;3 约 多 bp ARORA A/T PS], 其 中 A/T Ay 80% 528 bp 的 通 
文 序列 ,中 间 《bp 为 不 对 称 部 分 。 

现 已 知道 , 由 Pror 发 动 的 转录 是 DNA 复制 不 可 缺少 的 步骤 。 如 果 六 阻 壮 组 白 结合 于 
Pron, 则 入 的 偶 制 即 被 阻 断 。 转 录 作 用 除了 售 复 制 原 成 解 链 外 ， 还 转录 了 入 复制 所 必需 的 革 
内 O 和 基因 PEO 和 基因 了 互相 重 送 4 hp。 基因 O 产物 298 个 氨基 酸 , 分 子 量 33700; 基 
因 忆 产物 233 沾 氨基 柄 ,分 于 量 26 500。 从 Pros 起 始 的 转录 为 本 底 术 平 的 转录 。O 蛋白 非常 
不 稳定 ,很 容易 被 水 解 ,而 卫 蛋 睛 则 很 格 定 。9 看 归 的 结合 位 点 是 由 个 oi 重复 序列 。 当 0 蛋 

2105 。 


Onpp| cro ft 
[re Bd wa Ph 


RICCCTCAAAACGAGGGANAR TOOOTAAAACGAGGEA AAAAC 


' 39056 
ori 3 ori b 


{ATCC CTCAAATIGGGCGATTGCTATCCCTCAAAACAGGGGGALAC 


39100 
oo ES A/T NN 
AAAAGACAC TAT TACAAAAGAAAAAAGAAAAGATTATIC 
39156 
一 BÈIE eroen, 


fercacacadrrdreccBantcorercagcac 


Fl3-25 BGK ARAM, SREB WRASSE 
oril~d), HE A/T PAU RSF 


白 含 量 较 低 时 , 优先 结合 于 重复 序列 2 和 3。DNA KERR WE RRR AD R 
蛋 和 人 饱和。 遗传 学 实验 表明 ,O 蛋白 与 P 蛋白 可 以 相互 作用 ,体外 实验 尚未 证 实 这 一 点 。 了 K 
自 与 gnaB BAYT UE. MF DNA Si KP AAW 350bp, č ais 
AMI ori Be Fe E AST HS R A A/T EAE CP a TY ice 和 
oop 序列 (人 们 曾 建议 过 它们 在 DNA 复制 中 的 作用 ) 并 非 为 DNA 复制 所 必需 。 当 然 ， 这 并 没 
有 否定 这 些 序 列 在 体内 复制 可 能 会 有 某 种 增进 或 控制 的 功能 。 用 a-p] qO1P 和 aacTP 试 
验 表 明 ,引物 RNA ARRA ori 重复 序列 购 左 边 转变 为 DNA CRB ARI MEA 
AE SDAA CU Aa ee: RO TAB BE Fo 

3. GR T7 DNA 复制 的 起 站 T7 fh RRR, Zr 39 936bp 组 成 的 线 
ROURKE DNA, 含 有 差不多 等 量 的 四 种 碱 车 ,没有 异常 碱 基 , 有 .160bp 的 末端 元 余 《terminal 
redundency)。T7DNA HHUA ASTRA, ORK, CEUS 加 连环 分 
于 的 形成 和 处 理 。 这 里 我 们 重点 讲解 复制 的 起 始 问 题 。 

正在 复制 的 T7 DNA ETT RS POR, 其 复制 原点 似乎 在 离 末 端 17%% 的 地 方 ， 
而 实际 上 是 在 14.51 一 14.91 之 闻 。 只 有 了 解 工 7 A as A U E A RE 
Fat. T7 复制 原点 位 于 基因 1 利 基因 1,1 之 癌 , 其 中 包括 基因 1.1 的 再 个 启动 子 和 一 
Er 61 bp ARE AT 的 序列 (图 3-26)。 基 因 1.1 两 个 肩 动 于 各 为 33 bp 高 度 保守 的 序列 ,从 启 
动 子 1.18 到 核糖 体 前 鱼 合 位 点 (图 中 丘 以 rbs) 之 疤 共 有 81 bp HAA AT AR (CAST h 

+ 106 + 


18) MAEM TEAAS ih PET a eR 8 CTGGGS, 
RTRA 4 Pe PE RS, PER Pe. AE T DNA 的 复制 起 六 ,必需 的 酶 
有 三 个 :T7RNA RM, TIDNAR GMA 4 BAe FAIRE SAE 

T? RNA 38 AeA 1 的 产物 ,和 分子量 98 100, 为 一 条 单 肽 链 , HoT — fh 23 bP 
的 高 度 织 守 的 启动 子 序 列 , TT 共有 17 个 这 样 的 启动 子 ， 叭 有 靠近 复制 原点 的 基因 1-1 有 两 
个 这 样 的 启动 子 。T7 RNA 聚合 酶 是 基因 1.1 直到 最 末尾 的 基因 转录 所 不 呆 马 少 的 。 
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复制 原点 
gene! QH 请。 和 人 BBL gensii 


Gi oka 了 Sh FA 
5 [TANCGCCAAATEAATAGG ACTCACTATAGAGGGACAAA CTCAAGGICATT CQCAAGAG TGGCG 
3 ATTGEGGTTTAGITATGC TGAGTGATATCTGCCIBTTI GAGTTCCAGTAAGCGT TCTC ACEGG 


RNase lll 切 点 ( RNA》 TUIRAFLIB 


TITATGATIGACCT TCTICC GG TT AAT ACGACTCACTATAGGAGAACCT TAAGGTTTAACITTAA 
ARATAC TAACTGGAAGAAGG CCAATTATGCTGAGTGATATOCTCTIPGAAT TCCAAATTGAAATT 


a 基因 1.1 
GACCCT TAAGTGTTAATTAGAGATTIAAATTAAAGAATTACTAAGAGAGGACTT TAAGT[ATG] r 
ETGGGAATTGAGAATTAATG TCTAAATTTAATTTGTTAATGATTOICTOGIGAAATTÇATAG 5 

基因 4 产物 位 点 


图 3"26 Aik T7 H DNA 复制 原点 


T7 DNA RAW APLAR. AET? 的 基因 5 蛋白 ,分 子 景 84EKDa, 单 独 存在 时 
除了 具有 单 链 DNA 的 % 一 5 外 切 核酸 酶 活性 外 , 还 有 进行 性 很 低 的 聚合 酶 活性 ,在 俊 化 1~ 
50 个 脱氧 核 华 酸 的 渗入 之 后 即 与 模板 脱离 。 另 一 个 亚 基 症 噬菌体 诱导 出 来 的 寄主 基因 tA 
SH HALE He 9 (thioredoxin) ,分 子 量 为 13 区 Da。 两 个 亚 基 一 经 结合 ( 按 1:1 比例 ), 则 成 
为 共有 很 高 进行 性 的 DNA RAM ACA aa DNA 的 3/~>5” 外 切 酶 活性 。 

基因 4 蛋白 有 两 种 分 子 形式 ,一 种 分 子 量 为 58 KDa, 另 一 种 分子 量 为 66 KDa, 各 自从 基 
因 4 的 mRNA EAE 189 DP PAM. HE 4 产物 是 多 功能 的 酶 :一 是 依赖 于 单 
SE DNA MAT -5/- ERREN E (dTTP REA)» TERANE, SJR S| dee 
The 两 种 形式 的 基因 《蛋白 具有 不 完全 相间 的 酶 学 性 在。 低 分 子 量 形式 具有 核 董 -5/- 三 更 酸 
FM RHA ME. TRE. ROT MBAR AA 
SEAN TE, APIA EE MEAT PEON UES EY (distributive) A4 TBA FAME 
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性 在 很 大 的 范围 内 又 与 忧 分子 量 形式 的 含量 成 正比 。 这 就 表明 ， 两 种 分 子 形式 结合 在 一 起 才 
能 具有 引发 栈 的 功能 。 可 能 是 低 分 子 量 形式 与 模 牧 结合， 高 分 子 量 并 式 再 与 你 分 子 量 形 式 结 
侣 。 当 引物 合成 以 后 ， 高 分 子 量 形式 即 解 离 下 来 。 然 后 高 分 子 量 形式 与 低 分 子 电 形 式 再 度 结 
含 。 罕 这 反复 的 结合 过 程 由 , 需要 TT 基因 2.5 的 产物 , 即 下 7 的 单 链 DNA 结合 蛋白 。 

饼 尖 突变 的 研究 表明 。 窗 售 AT 区 域 对 于 T7DNA 复制 起 始 是 必 不 可 少 的 。 熙 因 1.1 的 
西 个 启动 子 至 少 得 保留 一 个 ， 根 据 钢 有 资料 ,只 菌 体 TT 在 复制 床 点 处 DNA 复制 的 起 始 可 以 
用 多 3-27 来 撒 述 。 


gTTP 4TDPe 人 有 
~ mn BATE 


T7RNA =. 
RON 基因 4 虱 白 cocte ¥ 
1| Para ITER 


图 3-27 ERB TIDNA A nae sel ak BBE SP TIRNA 
罕 合 海 从 户 动 子 1,1A 开始 转录 的 RNA) 

用 纯化 的 工 7DNA 聚合 酶 进行 的 试验 表明 , T7 RNA RART UAHA 1.1 的 两 个 启 
支 子 中 的 任何 一 个 发 动 转录 。 这 个 转录 物 延 伸 到 富 含 A/T 区域 的 某 个 位 点 时 ,就 被 了 7 DNA 
聚合 酶 用 作 引 物 以 合 威 DNA ,这 条 DNA 链 即 为 先导 链 。 由 合成 RNA 到 合成 DNA 的 转变 过 
ER, BA A/T DNA 序列 起 重 灾 的 作用 。 由 子 转录 作用 ,置换 出 一 条 亲本 DNA 链 ， 基 因 4 
蛋白 就 马 二 与 之 结合 并 水 解 4TTP 符 核 荫 三 磷酸 成 为 核 普 二 磷酸 和 无 机 磷 肌 人 备 以 推动 基因 
HEA D 端 向 3 端 移动 。 由 于 基因 4 蛋白 的 螺旋 酶 活性 , 解 开 T7EDNA 双 螺 旋 , (ET? DNA 
聚合 酶 能 够 继 堵 向 前 进行 复制 , 当 基 因 4 蛋白 过 到 5"GGGTC3 A TOGTE 的 序列 时 , 则 
行使 其 引发 酶 功能 , 在 此 处 合成 瑟 补 的 引物 pppACCC m pppACCa, #8 fa h T7 DNA KE 
了 栈 进行 后 随 链 前 体 片断 的 合成 。 诺 向 复制 又 启动 的 机 制 还 不 清楚 ， 可 能 需要 右 向 复制 又 中 第 
AGH REER AT 区 域 时 ， 才 能 装配 出 左 贡 复制 叉 的 复制 体 。 然 而 大 向 复制 又 中 
第 一 个 冈 晴 片 断 产生 需要 相当 的 时 间 。 因 而 左 沿 复制 叉 的 崩 锅 要 落后 不 少时 间 。 这 样 ， 左 右 
两 个 复制 及 的 中 虑 位 置 必 然 出 现在 真正 原点 揭 丰 边 ,这 也 就 是 电子 显微镜 下 所 见 到 的 17 驳 的 
地 方 。 

从 及 上 oriC WEDS A AUER T7 DNA 复制 的 起 始 可 以 看 到 ,先导 链 合 成 的 重新 起 始 ， 
是 染色 体 复制 周期 的 开始 ,必然 是 处 于 严格 控制 之 下 的 。 参 与 这 种 控制 的 因素 有 两 个 方面 ,一 
方面 是 复制 原点 的 特异 性 结构 , 另 一 方面 是 识别 这 种 结构 的 特异 狂 的 看 记 质 因子 。 倒 如 oriC 
的 R1-R4 位 点 和 DnaA, 降落 体 和 的 四 个 orio 重复 序列 与 .DO RAH, KEHE T 7 的 ori 区域 
与 基因 2.5 蛋白 。 畦 录 洲 活 是 必须 的 , 它 不 仅 解 开 了 复制 原点 的 双 螺 旋 , 而 且 有 利于 引物 的 合 
RRA, 有 时 还 转录 了 控制 复制 起 始 的 某 些 蛋白 质 因 子 的 基因 。 揽 制 原点 除了 含 
洗 竺 异 的 可 为 蛋白 质 因子 识 草 的 序列 之 外 , 富 含 A/T 序 列 几乎 是 必 不 可 少 的 。 其 原因 厅 能 是 : 
(也 富 含 A/ 了 工区 段 呼吸 作用 强烈 ,DNA STR (DERA A/T 的 序列 中 ,容易 产生 RNA 
一 DNA 的 合成 转变 。 
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关于 夫 价 延伸 ， 前 而 我 们 已 经 齐 到 深 环 复制 。 这 是 目前 关于 先导 链 全 成 起 挫 袖 制 中 研究 
得 最 深入 的 一 个 。 由 于 它 是 在 一 条 断裂 的 亲本 链 的 3'"OH 上 不 断 地 发 下 DNA RATE, Ba 
TH MST Et. PAY 3'~OH 端 仍然 与 其 互补 链 形成 双 曼 旋 结 构 , 因而 没有 合成 RNA 
避 物 的 必要 。 合 成 先导 链 的 模 扳 总 是 呈 环 状 存在 于 分 子 中 。 
At 2 on ie RRE 
i] (looped rolling oirole replication), 识别 位 点 _ RRRA 


它 用 耳 双 链 环 状 分 子 复制 单 链 环 状 分 了 。 [panor iandita a aca rcacoad 


WRR px 374 就 是 利用 这 种 方式 产生 其 A 
RRR. WAEREA A 蛋白 首 洛 结 合 于 fan AMAA TEE 
Si ROR fey PRI DNA 的 复制 原点 


(4299~ 4328) EMA (RRA 
位 点 key sequence), jh FARIEM E 
会 A/T 序 多 的 存在 ,人 蛋 自 的 结合 诱导 了 
其 识别 位 点 及 究 含 A/T 序列 的 燃 解 。 然 
HA 蛋白 有 可 能 转移 到 其 作用 位 点 ， 在 正 
链 的 第 4305 和 第 4806 PERE ALI 
AROE SEENA SER SIS 
基 与 断裂 的 5 ARER (AD IE MLE ; 
TADE, Wa HED FAS BF als 3- | vmovasin 
OH KRR 3-28) 

由 于 Rep Hk, sb BA Pol 的 
协同 作用，(+) 链 的 -OH 不 断 延 伸 , 而 
带 有 5-P~-A 蛋白 的 一 端 不 断 被 置换 ， 
ssb 蛋白 不 断 地 结合 到 用 出 的 单 链 上 并 改 图 8-28 x 174 HHE A BE S58 ae 
ae Ae EARE AIAN A EMR (4299-4828) S08 EAR AF 
SEA AS REDE FJ oka 是 号 字母 表示 非 保守 序列 
太 酸 二 贾 健 所 得 到 的 能 晤 将 这 一 段 DNA 环 化 , 然后 基因 A 旨 由 又 重新 连接 于 双 链 环 (+ ) 链 
的 SP 未 闯 以 进行 下 一 个 循环 (图 3-29)。 权 注意 唤 路 深 环 复制 与 一 般 的 o 复制 不 同 。 被 和 
换 的 链 决 不 会 超过 原 有 环 的 长 度 ， 而 且 是 恰好 等 于 该 环 的 长 度 , 其 原因 就 在 于 基因 A 蛋白 对 
于 单 链 状态 的 复制 原点 序列 的 有 效 识别 。 - 

WEE coli 的 Hfr AEREA MARAT PRR ARAR, AUP UEA a o 
TEMA AID, 这 也 就 是 基于 o 复制 所 产生 的 连环 分 子 ABO" XYZAB, 

在 真 核 生物 中 发 现 的 基因 扩 增 现象 ， 深 原型 也 是 滚 环 复制 。 例 如 非洲 斥 刁 的 窗 母 细胞 的 
蕴 体 细胞 内 有 500 个 rRNA 基因 单元 ,通过 大 约 72 小 时 的 扩 增 , 普 为 3x 109 个 基因 弟 元 , 扩 
ck 4000 倍 。 这 时 ,7DNA 占 整 个 细胞 校 DNA 含量 的 75% , ATEI UMA RE 1002 个 核 
糖 体 ,以 适应 受精 孵 迅 速 分 现 记 需要 的 大 量 看 自 质 的 合 威 。 

ERZ rDNA 区 段 由 500 个 rDNA 单元 及 前 后 站 过 的 方式 组 成 ,每 个 章光 包括 一 个 
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图 3-29 少 x174 IERRA 
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以 某 种 方式 切断 ， 环 化 ， 


| 是 下 更 多 的 复制 环 


HER rDNA 


| 


更 多 的 护 仁 
向 3-30 rDNA AUS ey 
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185RNA 基 下 和 一 个 288RNA 基 因 , 每 个 基因 之 间 都 有 长 得 不 一 的 间隔 子 (spacer) (图 3-30 
上 )。 BP rDNA 区 段 包 括 在 唯一 的 楼 仁 中 ;而 在 扩 增 后 ,细胞 中 出 现 了 数 百 个 核 位。 

在 茜 因 扩 增 以 后 ,在 细胞 中 发 现 许 多 小 的 环形 DNA 和 正在 党 制 的 形 复制 环 ,奇怪 的 是 
这 些 环 中 可 以 包含 2~4 个 rDNA 章 元 ,甚至 多 到 16 个 :而 且 在 188RNA 基因 和 28S RNA 基 
因 之 间 的 间 陋 子 通常 只 有 一 种 大小。 由 此 可 以 推测 , 由 染色 惊 上 切 下 来 一 个 rDNA 单元 然后 
环 化 (很 可 能 切 的 同时 就 环 化 ) 通过 滚 环 复制 产生 连环 分 了 # 再 从 这 些 连环 分 子 上 再 切 下 一 个 
单元 或 儿 个 单元 作为 复制 环 再 滚 环 复制 。 因 而 产生 只 有 单一 间距 子 的 多 单元 产物 。 从 扩 增 因 
子 的 计算 上 也 支持 这 种 设想 。 因为 一 个 rDNA 单元 长 4.3 Am 到 通过 深 环 复制 形成 一 个 单位 
大 小 的 链 大 约 需 经 半 小 时 ,而 基因 扩 增 大 约 72 小 时 ,这 样 扩 增 因 子 只 能 为 144, 况且 实际 上 不 
可 能 所 有 的 rDNA 单元 都 从 染色 体 上 切 下 成 为 复制 环 。 旭 果 只 有 从 染色 体 上 产生 复制 环 , 那 
AT MATE M 还 到 小 ， 然 而 实际 上 的 坟 增 因子 是 4000, 因 此 必然 存在 许多 扩大 再 生产 的 
* 子 工厂 ”"。 这 样 的 基因 扩 增 过 程 可 以 用 图 3-30 KRR 
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图 3-31 2 屁 效 体 的 两 种 复制 方式 
elle 


A 睁 苗 体 在 其 型 解 生 长 的 后 期 常 采 用 深 环 复制 来 产生 其 后 代 几 落体 续 形 DX-\。 召 .oogi 的 
ExoV(RecBCD) 能 阻 得 这 一 过 程 ;但 入 的 gam 基因 产物 能 使 ExoV 失 活 。 演 环 复制 产生 线 
形 的 连环 体 分 于 (concatamers), 然后 由 和 的 内 切 酶 识别 其 cos 位 点 产生 线性 入 分 子 包 装 到 
蛋 自 外 壳 中 ,9 复制 所 产生 的 环 状 单 体 ( 负 超 螺旋 ) 不 能 直接 进行 包装 。 必须 通过 重组 作用 多 
BRP RAE AEE Cos 位 虎 莪 出 线形 分 子 然后 青 进 行 包 装 (图 3-31)。 


三 、 后 随 链 的 前 体 片断 的 起 始 


关于 可 .oo8 HRM TELA, AMER RM, BOER AR 
十 分 复杂 。 在 80 年 代 中 期 之 前 ， 人 们 把 注意 力主 要 集中 在 若干 单 链 DNA 的 如 .oo 玉 噬菌体 
上 。 这些 叭 菌 体 复制 的 第 一 步 就 是 单 链 环 状 DNA 转变 为 双 链 环 状 DA {RF 了 )， 进 而 成 为 
双 链 环 状 超 螺 旋 DNA RFI), KERREN ANIE, 大 部 或 全 部 使 用 寄主 的 复制 
酶 系 和 和 蛋白 质 。 AMMA DNA 的 复制 对 于 了 解 colt DNA 复制 机 制 应 该 是 十 
分 有 用 的 。 研 究 得 较 多 的 有 M 13.G4.%xI174 等 噬菌体 。 

M13 DNA 有 6 407 FIRE. 从 其 第 5 480 至 第 5 820 BES ep ey EEUE 
三 个 发 夹 线 构 最 为 重要 (图 3-32)。 这 一 发 末 环 有 59 个 碱 基 。M 13 噬菌体 在 进入 宕 主 细 胞 
后 ,寄主 的 单 链 DNA HEA Ey (SSB 蛋白 ) 就 结合 于 单 链 部 分 。 而 RNA 聚合 本 能 识别 发 夹 结 
#0, ASS 5 756 碱 基 开 始 转录 出 20~-30 碱 基 的 RNA, MERTEKE, TERRIA 
iho SSB 再 结合 于 暴 衣 出 来 的 单 链 部 分 。 然 后 ， DNA RAB DER RNA 为 引物 ， 开 
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图 3-52 在 三 种 单 链 DNA me Ik My Seek Heh, 
使 用 不 周 的 机 制 合成 其 引 鞠 RNA。 
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始 互 补 DNA 链 ( 负 链 ) 的 合成 。 由 于 引物 RNA 是 由 寄主 的 RNA 聚合 用 合成 前, 因而 M13 的 
SAH Se EM AS TP ERE Oo ! 

G4 的 单 链 环形 DNA 有 5 577 ARE., TERE F AG AABS NEHA RE 
序 烈 。 该 序列 两 端 为 两 个 周 向 重复 序列 ， 中 间 包 合 三 个 发 夹 结构 。 G4 的 负 链 合成 的 起 始 与 
M13 很 相似 ,了 瞧 一 的 差别 是 引物 RNA 是 由 寄主 的 引发 醇 (zmeGt 基因 记 编 码 ) 合 成 的 (图 3-32)。 
这 样 , G4 负 链 合成 的 趋 始 不 受 利 福 霉 素 的 影响 。 引发 酶 合成 的 引物 RNA 长 短 不 一 , 可 以 长 
达 29 MBSE DMA 6 AE. ETE BORAT DNA 合成 系统 是 否 女 得 上 。 

从 让 13 和 人 4 的 负 链 复制 起 始 机 制 来 看 ,它们 的 复制 原点 处 都 有 发 实 结构 ， 特 别 是 对 于 
这 些 单 链 环 DNA, 发 光 结 构 可 能 更 为 重要 ， 也 可 能 由 于 其 发 天 结构 的 存在 ， 它们 的 复制 机 构 较 
AMM, SAME A SSB EA, SANO RNA RANA DNA RARE LL DNA 聚合 
RT, Ait, 单 链 环 状 有 XIT74 DNA 的 复制 机 构 要 复杂 得 多 , 也 可 以 说 是 迄今 人 们 研究 过 的 最 
为 复杂 体系 。 由 于 其 基因 中 没有 一 个 与 负 链 复制 有 关 , 复 制 所 用 的 酶 和 蛋白 质 全 部 来 自 寡 主 ， 
闪 而 在 较 长 对 间 内 人 们 认为 由 x 174 负 链 的 复制 机 制 应 与 其 寄主 大 肠 杆菌 非常 相似 。 然 而 近 
年 来 的 研究 表明 ;orio 复制 的 引发 并 不 需要 蛋白质 nan’, na 

贡 X174 的 环 状 单 链 DAN 有 5 386 个 穿 基 。 当 它 进 入 寄主 细胞 后 ， 共 单 链 DNA 上 全 部 
结合 有 BSB RA, 9x174 的 复制 原点 像 G4 一 样 ， 也 在 基因 闪 和 信之 间 。 约 55 个 其 基 , 有 
一 小 段 发 来 结构 ,my 在 DnaB 和 Dnag 存在 时 能 识别 这 个 序列 。 在 这 个 序列 上 , n’、DnaB、 
Dnag inn” 装配 成 为 一 个 复合 体 , 这 个 复合 体 就 叫做 预 引发 体 (preprimosorme)。 在 这 个 预 
引发 体 中 ,DnaB 为 六 聚 体 ,每 个 单 体 区 各 结合 一 个 DnaC 分 子 。 当 ATP 在 在 时 ; DnaB 与 单 
链 DNA 有 很 高 的 亲和力 。 加 果 ATP 水 解 成 ADP 和 Pi , 则 DnaB 与 单 链 DNA 的 亲和力 下 
降 。 当 预 引发 体 在 55bp 处 形成 之 后 ,引发 酶 加 入 进来 成 为 引发 体 (primosome)。 由 于 引发 体 
中 DnaB 能 改变 局 部 DNA SH. ERI AR ARI Wy RNA 的 条 件 。 在 引物 人 台 成 以 后 , mn“ 水 
解 了 与 之 结合 的 ATP, 使 DnaB REREH, BERT SAR DNA 的 亲和力 , 使 整个 引发 体 (或 
许 至 少 DnaB, 引 发 酶 ,2' 三 个 组 分 ) ,在 单 链 DNA ERE Oo 方向 移动 ,直到 发 现 其 引发 位 
点 再 合成 引物 RNA. 在 移动 过 程 中 ,SB 蛋 册 被 不 断 置 换 ， 过 后 又 重新 结合 上 去 。 是 什么 组 
分 发 现 引发 位 点 呢 ? 体外 实验 表明 。 当 由 x174 DNA 没 有 SSB 蛋白 结合 时 > 可 发 醇 只 要 在 
DnaB 存在 时 就 能 识别 各 个 引发 位 点 并 合成 引物 。 这 表明 ,引发 位 点 是 由 DnaB, ee A 
PREH. 2 Ax 174DNA 中 加 入 SSB 时 , 这 一 识 曾 能 力 就 疼 失 了 .这 可 能 是 因为 DnaB， 引 
发 酶 并 不 具备 在 DNA 链 上 移动 并 置换 SSB 的 能 力 。 在 大 肠 杆 菌 细胞 兴 ,， 任何 一 个 单 链 DNA 
BAA SSB. Bk, AAT DNA 复制 一 直 古 在 SSB 容 在 下 进行 的 。 在 px 174 负 链 
复制 过 程 中 ,引发 体 移动 方向 与 负 链 合成 方向 相反 。 

E PRIT 中 ,省 引发 位 点 只 有 一 个 ,而 引发 位 点 有 许多 个 。 而 在 MI13、GM 中 合成 一 个 
引物 ,然后 DNA 合成 到 底 。 在 负 链 复制 的 其 余 步 台 上 ， 这 三 个 大 肠 杆菌 噬菌体 完全 一 样 ， 由 
DNA RAM US RNA 为 依托 ,合成 DNA 直至 引物 RNA 处 ， 由 DNA RAMI YS 
S 外 切 核酸 酶 活性 水 解 引物 RNA 并 代 之 以 DNA; BUR DNA HABE He se th SP, 
THETH DNA 施 转 酯 形成 负 超 螺 施 。 这 时 有 负 超 鱼 施 的 双 链 共 借 村 闭环 即 为 这 三 个 单 链 环 
吐 嗓 菌 体 的 复制 形式 CRFT)。 在 连接 酶 连接 之 前 , 带 有 切 刻 的 双 链 环 称 为 复 币 形式 I 
(RFI), 

X17 的 负 链 复制 的 引发 体 的 装配 模型 示 于 图 8-33。 
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@X ITADNA Rh, EE 
可 以 分 为 三 个 阶段 : 

1. $A DNACH H 
HERRAR 
#RDNACRET) X pENEM 
写作 SSRF, IZ ENBE E 
发 生 在 RF1 转录 之 前 ,所 以 
这 一 段 复制 过 者 全 部 全 用 宕 主 
Fa a J EG) © EAL 


ELM OAH. 
93-33 4 xim HERMIT RAW RAD 2. $ROW RFI A ® 


BURR TS ME AEM RHI 的 (一 ERE. HR 四 X174 的 (一 ) 链 是 只 一 
能 够 转录 的 链 。 在 复制 过 程 所 使 用 的 蛋白 质 中 , 只 有 人 蛋 由 是 噬菌体 纺 码 的， 这 一 阶段 的 具体 
过 程 在 上 一 " 节 已 经 讲 过 。 

3. BREE DNA (二 ) 链 的 合成 ”这 一 阶段 通常 写作 RF->SS。 从 袜 正 的 DNA 复制 意 
SES JABBER) DNA 复制 是 第 二 阶段 的 一 部 分 ， 其 实 主要 是 噬菌体 顺 粒 的 获 配 。 从 史 
嗓 冶 环 复制 出 来 的 《+ ) 链 DNA 到 底 是 用 于 “扩大 再 生产 ?还 是 直接 用 于 显 粒 的 装配 ， 二 阁 之 
间 卉 无 一 道 开关 ,而 是 受 装配 系统 蛋白 质 浓 度 调节 的 , 当 噜 晓 滚 环 达 到 每 细胞 35 个 时 , 才 出 现 
较 多 简装 配 系 统 的 蛋白 质 。 捕 获 后 代 (+ ) 链 进入 噬菌体 头 部 。 

BLS bx 174 的 金 部 复制 半期 询 于 表 3-5， 并 给 成 图 3-34。 

RWIs-5 $x174 的 复制 同期 
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在 大 肠 杆 证 染色 体 DNA 进 行 筑 制 时 , DNAR AARETE A TTA 
内 旋 醇 等 移 成 与 楼 糖 体 差不多 大 小 前 蛋白 硕 复合 体 ,这 一 复合 体 诊 间 做 复制 体 (replisome)。 
由 于 复制 体 的 存在 , 先导 链 和 后 随 链 得 以 几时 复制 。 现 在 虽然 还 未 分 离 到 客 整 的 复 笛 体 ,但 征 
许多 迹象 泪 明 ,这 一 复合 体 确实 是 存在 徇 。 这 些 迹 京 主要 有 

(1) 1988 年 Kornberg 等 人 分 离 出 800 KDa 的 PoliIs 和 900 KDa 的 Pol 全 酶 , 其 
中 各 亚 直 均 有 两 个 分 也 ,并 证 明 是 其 有 双 活 性 位 的 非 对 称 结构 , 这 表明 同一 个 Pol 焉 ART 
加 时 负责 先导 链 和 后 随 链 的 复制 。 

D 昌 然 先导 链 的 合成 是 连续 的 ， 后 随 链 的 合成 基 不 连续 的 ， 但 是 先导 链 上 的 DNA E 
eri ERD 随 链 BR EAS] RY EE fe (processivity》, 即 不 与 DNY 
链 中 途 解 离 , 保证 了 先导 健 和 后 随 链 复 制 的 迅速 进行 。 事 实 上 , 先导 链 的 合成 总 是 领先 一 段 ， 
但 也 从 来 没有 发 现 先 导 链 路 得 太 远 ， 而 总 是 与 后 随 链 保持 相对 稳定 的 一 段 虐 离 。 我 们 已 经 
AE, DNA REN I ARRE 8- 亚 活 是 负责 进行 性 的 亚 基 ， 而 宇 引 发 体 中 并 湿 有 其 有 此 功 
能 的 亚 基 。 这 就 说 明 ， 引 发 体 在 DNA 模板 上 的 进行 性 是 由 于 它 与 DNA RAB ARES 
合 。 

(3) 在 Px 174 的 复制 中 观察 到 引发 体 总 是 化 随 着 DNA i (loop), 34 25 9B R BT, 
DNA 两 条 链 的 合成 和 引发 在 可 能 证 内 一 仿 恨 为 复杂 的 复制 体 进 行 的 。 图 3-25 就 是 由 揽 制 休 
STE J RSE PT A R e 

HA S35 Wea, ae RE DNA RAM ISR Leis T 180° 而 形成 一 
ACAD BEF He HBG A SR eg I ed RS TP RB, 
B Pe A BABE TE RET A, RB RT AD 5 端 时 ， 这 一 大 
POEL ARAL MIE, ILZ HEP ENO AHR BS BB IPERS 
Qa Ae Ae cee Le eG Ss PRI A EF AY AD B AR 
TARRE ERR p 引物 的 合成 方向 与 引发 体 以 及 整个 复制 体 移动 方向 相反 ， 此 处 


VARMA: 然而 与 此 模型 相 一 致 的 是 ， 后 随 链 的 引物 均 很 短 ( 见 表 3- 


比 外 , HREM Rep 蛋白 也 可 能 参与 群 旋 过 程 。 嵌 笑 酵 并 不 能 解决 复制 丸 前 进 记 造 成 的 
MLS, UI RAR. E Echi 体系 中 ,主要 是 由 DNA 旋转 酶 承担 这 一 
任务 的 。 

在 绝 大 多 数 药 DNA 复制 中 , 链 延 偶 的 速度 大 体 上 是 得 定 的 ,因此 复 估 的 起 始 是 受到 严 糙 
控制 的 。 


第 七 节 复制 的 终止 
一 、 环 形 DNA RERE 
宇 闻 方向 复制 的 环形 分 了 市， 复制 终点 : 
ile 
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子 中 ,有 的 省 固定 陶 终 点 ,向 大 多 数 没 有 加 定 的 终点 ,只 大 两 个 竺 长 点 的 简单 碰 拓 ,而 不 管 在 什 
”各 位 置 。 如 E.coli Kine Bik Ao 

球形 分 子 复 制 的 最 后 一 步 , 必 然 是 环 连 分 子 (catonane) 的 分 离 , Bch eT PS 
的 反应 ,这 方面 目前 人 们 所 知 不 多 。 在 加 ,coli Rh, HAL DNA JEt AY oo 拓扑 异 构 
酶 工 ) 所 众 化 。 


I. RE DNA 复制 的 终止 

线形 DNA 的 复制 显然 不 入 在 生成 环 过 盆子 的 可 党 和 诞 ， 但 它 面 帆 着 更 为 严重 的 问题 。 现 
ER URI — FEAH T7 的 线形 DNA 复制 。 T7 ean 
HO Sek a ERE PA A 1497 处 ,其 复制 过 程 昂 图 < 入 = 
3-36, 


由 图 3-36 可 见 ,由于 RNA 引物 的 水 解 ， 两 个 子 。 Rep 
代 分 对 中 ,各 有 一 个 5 端 慎 少 一 段 核 背 枫 ,而 没有 一 i 


AENEAM DNA RARER Aho ART A i BE 

T7 DNA 两 端 各 有 一 自重 复 的 数 百 个 核 苷 酸 ， 这 叫做 vt 

EMI. (borminal redundancy), ERMA CS 
FRAT PHAR WE, aR Me AT a 

以 被 DNAase 除去 。 然 后 再 用 DNA ERRER ER. z - 

如 图 3-37 Bia. RERE OFS A] iE ma T EO 
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基因 6 产物 世 可 能 参与 过 环 分 子 的 生成 与 处 理 。 它 是 一 个 一 8! Wa 
解 细胞 DNA RHEE RI DNA 合成 的 核 间 酸 前 体 。 由 于 了 7 DNA RARE. 
切 醇 活性 ,因而 引物 RNA 的 去 除 也 是 由 基因 6 产物 进行 的 。 

华 成 的 二 请 体 迹 环 分 子 还 可 以 通过 复制 产生 四 懈 体 、 八 形体 连环 分 子 等 。 这 一 俱 说 盟 
1972 年 出 了 .D.Watson 首先 提出 。 在 了 7 侵 染 细菌 以 后 , 分 离 到 了 巨大 的 7 连环 分 子 ， 有 
力 地 支持 这 种 假说 。 在 任何 时 候 消 7 DNA 分子 都 可 以 从 这 些 连环 分 子 上 切 下 来 {图 -37)。 

TT 的 DNA ARA TAE DNA 在 复 山 过 程 中 所 而 临 的 问题 。 除了 用 连环 分 子 的 办 法 
HZ Hb RW DNA 从 一 开始 就 采取 环 化 的 办 法 ， 倒 如 A DNA 在 进入 寄主 细胞 以 
后 就 环 化 并 成 为 超 蝶 旋 形 式 。 有 的 哄 落 体 和 病毒 的 线形 DNA (以 及 线形 RNA) (ET RAR 
的 介入 米 解 决 线形 分 子 求 端 复制 问题 。 这 些 咽 万 体 或 病毒 编码 的 蛋白 质 能 与 5’ 宁 增 的 大 基 区 
价 迷 结 。 腺 病毒 ,噬菌体 29 以 及 冰 骨 训 质 炎 病毒 (一 种 RNA 病 玫 就 采用 这 种 手段 。 

腺 病毒 是 哺 朋 动物 的 病毒 ,为 线形 双 链 DNA ,长 度 大 纹 为 86 000 bp。1986 年 人 们 已 弄 清 
TARRE Ad2 的 35 937bp 核 昔 酸 序列 。 在 腺 病毒 师 粒 中 DNA 分 子 的 每 个 5 末端 都 共 
价 连 接 -- 个 55KDa p PERRE M RERNE Germinal protein), fi fE TP, TP 
URSAM BIAR EH ORACLE E. 而 正在 复制 的 腺 病 玖 新 生 DNA 
链 的 O° Hey 80 KDa 的 蛋白 质 ,这 就 表明 80 KDa HARSA TRRR DNA 的 复制 。 现 在 还 
不 清 朴 在 腺 病毒 的 哪个 成 熟 阶 段 ,80KDa Tey BEAK ARR 55K Do 蛋白 质 。 现 在 通常 把 80RKDa 
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图 3-87 T7DNA 连环 分 子 的 生成 雇 及 完整 单 体 分 子 的 生成 


蛋白 质 称 作 来 端 蛋 白质 前 体 ， 简 写作 PTP。PTP 不 但 作为 蛋白 质 引物 解决 了 腺 病 琵 DNA 
的 复制 起 给 问题 ,而 且 这 一 引发 方式 避 先 了 线形 DNA 在 复制 结束 后 所 面临 的 5’ 末端 隐 缩 的 


问题 。 


腺 病毒 贾 端 都 有 反 向 末端 重复 序列 ， 根 刀 不 同 的 血清 型 ， 其 末端 重复 岸 列 的 长 度 介子 
103 bp 至 162 bp。 在 两 端 各 50 bp 的 范围 内 为 其 两 全 复制 原点 (图 3-38. 其 中 第 一 个 CG 
PIE AY O~18 MALT ART, RAT NEL 的 结合 位 点 地 高 度 保守 。 在 头 器 个 Pp 中 ， 


A/T h 80%, 
a118» 


保守 序列 


NFL 续 合 全 点 


f°) -CATCATCAATAATATACCETATITTGGATTGAAGCCAATATGATAATGAG. .. ss 
© 3° GTAGTAGTATTATATCGAAPAAAACCTAACTICGGTIATACTATIACTC «+ mare 
图 3-38 RRNA HITE AM AED 


RACE, 首先 由 核 因 子 NF1 与 
ae WIZE 72 KDa 的 腺 病毒 单 链 DNA 结合 蛋白 
(DBP) 和 ATP 的 存在 时 由 TP 催化 产生 末端 名 
镍 。 接 着 ,140KDa 的 腺 病毒 DNA RSH CAdpol) 
能 够 众 化 PTP 的 弓 氨 项 残 基 与 GOTP 之 间 的 反应 ， 
结果 除去 一 分 工 集 磷酸 并 将 4CMP LAB Aa 
与 PTP 的 些 气 酸 残 基 共 价 相连 * 与 此 同时 ,0O 与 横 
板 3 端的 以 以 氨 键 相 结 合 。 这 样 就 形成 了 起 始 复 
合 均 。 未 器 解 链 的 间接 证 据 来 自 于 体外 试验 , 当 史 
来 端 吻 少 TP 时 ,必须 先 用 8 外 切 核酸 酶 切除 置换 
链 8 来 端的 14 个 碱 基 , 同 祥 能 够 形成 起 始 复合 物 。 
另 一 种 可 能 的 机 制 是 先 形成 起 始 复合 物 ， 然 后 由 
于 pTP 与 TP 之 间 的 某 种 相互 作用 而 促进 解 链 。 
解 链 必须 有 DBP 和 ATP 存 在 ,DBP HERRY 
旋 酶 的 性 质 ， 腺 病 考 的 两 个 复制 原 虑 并 不 是 同时 
超 始 复制 ， 而 是 有 先 有 后 ， 妥 用 链 茎 换 的 方式 进 
Ie MERNI, ARENE DNA 中 只 有 
一 个 原点 形成 起 始 复 合 物 而 进行 链 置 换 ; 整个 
一 条 单 链 被 置换 出 来 以 后 形成 “ 平 钢 柄 ” 结构 
(panhandle) 。 然 后 再 以 同样 的 方式 复制 其 E 4h 
HECH 3-39), : 

腺 病毒 自身 编码 的 三 个 蛋 身 质 pTP, Adpol 
和 DBP 都 位 于 同一 个 转录 元 中 。 逐 病毒 DNA 的 
复制 ,除了 需要 寄主 蛋 身 质 NB TI 之 外 ,还 需要 另 
一 个 寄主 蛋白 质 一 -- 核 因 了 于 24NF2)。NE2 是 由 
15KDa 亚 基 和 17KDa 亚 基 构成 , 具有 拓扑 异物 
酶 工 的 性质。 如 时 缺少 NP, See DNA 只 能 复 
制 大 约 20 多 的 长 度 便 停 顿 下 来 。 像 腺 病毒 这 样 的 
线形 DNA 在 复制 过 程 中 仍然 需 拓扑 异物 酶 来 解 
HAE. TE HMMS DNA 复制 ， 
这 是 一 个 极为 普遍 的 现象 ， 或 许 是 必 不 可 少 的 。 

枯草 杆菌 噬菌体 $29 的 情况 与 腺 病毒 十 分 相 
fot, PR PS 27 KDa 的 末端 蛋白 质 和 
DNA 宫 令 酶 是 这 一 复制 过 程 必 不 可 少 的 。 此 外。 
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图 3-39 REDNA, 620) 
的 复制 过 程 。 复 制 可 以 起 始 于 任何 
一 个 原点 ， 但 是 只 有 一 个 原点 形成 
起 始 复 侣 汐 并 进行 链 置 换 反 应 。 被 
丑 换 出 来 的 单 链 上 生成 平 锅 酉 结构， 
然后 以 同样 方式 复制 其 互补 链 。 
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TPR fE E EARE Ei 

UAE Bo Aaa Ry VPe 蛋 口 的 酷 握 酸 残 车 相 连 。VPg 只 有 232 
个 氢 基 酸 。 但 人 们 已 经 发 现 其 前 体 , 分 子 量 为 12 KDa, HARRE, 12K Da 的 前 体 可 能 
MESA AH A Wi RINT RNA Bi RNA RON RNA KF, 
‘ER DNA RAMIE, UATE T SI» 


ut 


SIG 真 核 生物 的 DNA 复制 


在 上 一 节 中 ， 我 们 已 经 从 般 决 线形 DNA 复制 终止 问题 的 角度 齐 般 了 一 种 真 核 生 秽 病毒 
一 一 舟 病 局 的 DNA 复 便 。 本 节 我 们 将 要 讲解 真 核 生物 的 复制 原点 ,复制 元 和 复制 元 族 : 真 核 
生物 的 DNA 聚合 酶 和 引发 酶 :作为 真 核 生物 DNA 复制 异型 的 SV40 的 复制 原点 和 大 人 抗原 
以 及 复制 过 程 ; 走 述 生 物 染 色 体 来 端的 DNA HKI HREN E RER K A 


一 、 真 核 生 物 的 复制 原点 ， 复 制 元 和 复制 元 族 


(EH. coli, DNA 复 负 速度 大 约 是 10*bp/ 分 ,而 真 补 细胞 的 DNA RAMETERS 
复制 速度 大 约 为 500 一 5000 bp/ dha RE, REAR AA BR E k DNA ( 比 E.Coli 
DNA 大 50 倍 ) 来 计算 ， 则 真 核 DNA 的 复制 时 间 就 会 是 K. Coi fy 1000 RRNA A es 
Ho RKE, MHA DNAR 制 时 间 一 般 为 几 个 小 时 。 这 是 通过 从 许多 复制 原点 同时 开始 
并 双 间 复制 而 实现 的 。 用 放射 育 显 影 方 法 在 哺 屯 动物 染色 体 工 沽 到 许多 复制 泡 ， 每 个 复制 泡 
都 有 固定 的 起 点 (复制 原点 )* 然 后 双向 人 展 , 与 彬 任 的 复制 泡 会 合 。 这 样 一 段 股 的 DNA 就 称 
为 复制 单元 ,简称 复制 元 (replicon) 。 复 制 元 的 大 小 是 不 均一 的 ， 从 13 000 bp~ 900 000bp 不 
等 。 不 同 生 先 的 复制 元 大 小 当然 不 会 相同 ,就 是 同一 种 生物 在 不 局 的 生长 条 件 于 ,复制 元 的 大 
AWA le ERR MER. AWER. MRKAR 5 000 个 复制 原点 ， 每 个 复制 元 平均 
类 小 约 30 000bp; 而 在 孵 受精 后 ,复制 起 点 增加 到 大 约 50000 个 ， 仪 需 3 分 钟 就 可 以 将 整个 
洲 因 组 复制 完毕 。 其 调节 机 制 目前 毫 无 所 知 。 几 个 邻近 的 复制 元 可 组 成 复制 元 族 ， 每 个 仇 制 
元 堵 少 至 两 个 复制 元 ,多 至 ?50 个 复制 无 。 不 同 的 复制 元 族 在 复制 起 次 的 时 间 上 有 有 先 下 后 ， 而 
同一 复 岗 苑 族 内 各 复制 元 基本 上 是 同步 的 。 辟 核 生 牺 的 复制 原点 的 DNA RE ee 
式 , 但 大 多 包含 一 个 富 含 AT 了 的 序列 ,可 能 还 有 一 个 特异 性 蛋白 质 的 结合 位 点 。 


=, AREH DNA REBT 

SAAN E ERA a DNA RR ABA THA SEE. Coli, 
ALA poll 10~20 个 分 子 ， 而 一 个 上 典型 的 动物 细胞 含有 DNA RA BY a 2 000-~6 0000 个 分 
子 .DNA 率 合 酶 0 可 能 是 走 核 生物 的 主要 的 DNA RAR, BES DNA RAN By HS. 
SUF DNA RSME BATE 8-6。- 大 多 数 真 核 生 物 DNA 紊 合 散 都 只 有 情 合 活性 ， 
而 不 像 细 菌 DNA ESET RAE AP BEE. 而 新 近 发 现 的 DNA RSM 
6 不 但 有 聚合 酶 活性 ,而 且 还 有 +o om. DNA RAM ay DNA 引发 酶 结合 得 相 
“Re, KEAN DNA RAR o 的 抗体 进行 亲 和 屋 析 时 , 这 个 紧密 的 复合 物 也 一 同 被 吸附 
但 DNA 3] RAG AT LARK 50% ZAK (ethylene glycol) 所 洗 脱 。 因 此 前 九 年 人 们 认为 DNA 
KAR a RRS RT TERA. SORE, DNA RAR ofi DNA 中 发 栈 的 复合 物 
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BER, DNA RAR a MO 在 体外 部 可 以 被 一 种 等 芝 的 抗 著 素 aphidicolia $7 
抗菌 深 则 折 制 细胞 DNA HR. SE Hee, DNA BTS BM) DAA 
EAW ERARI. 而 对 于 DNA 聚合 酶 3， 控制 细 胞 周期 的 一 身 质 oyelin WEA 
可 缺少 的 辅 肿 成 分 ( 亚 基 ? )。 据 此 ,人 们 推 洲 , 真 被 生物 的 DNA 复制 是 向 DNA Fy ea HS 
协同 进行 的 。DNA RAM 8 ERM AMP ABSA, WMS DNA 的 修复 有 关 。 
DNA RGR y 的 功能 主要 是 负责 线粒体 DNA 的 复制 , 击 它 在 核 内 的 功能 (如 果 有 的 话 ) 还 不 
清楚 。 


23-6 GAA HRE DNA RSN 


a 
DNAR Giga DNA Bigs DNA RAM y ! DNA RAR 了 
ft = 核 内 核 内 线粒体 及 校内 Bi Ñ 
_. | | 
活性 比例 Bta 1015 % 2ai5 未 计算 
Ze RK $ 亚 k Boy 基 H EË MB 
分 dae 110~120 45 _ s0 t 
aphidicolim j ， 
十 - - + 
抑制 反应 
-一 一 一 一 一 一 上 -一 — - 
BUPAGTP j + _ - = 
抑制 反应 
DNA 引发 + - 一 一 
i 活性 BSS Raat 
F, t 
ASETE - - -> + . 


RU RA TRAM DNAR SH, WE, BLOAT MARE DNA 引发 酶 
的 性 质 。 引 发 院 分 子 量 大 约 50~60 KDa, HE, ERLE, SRM DNA RARE 
tu 形成 紧密 的 复合 物 。 这 种 复合 物 不 但 是 复制 所 必需 的 ， 耐 且 与 结合 于 复制 原点 的 特异 性 蛋 
由 质 构成 了 复制 体系 的 种 族 特异 性。 例如 ,来 自 人 类 HeLa 细胞 的 复制 体系 , 如 果 用 DNA R 
合 酶 “抗体 去 除 体系 中 的 DNA 请 合 酶 a 和 引发 酶 的 复合 物 ; 则 复 币 体系 的 其 余 组 分 不 能 支持 
SV40 复制 原点 在 体外 的 复制 (在 大 了 抗原 站 在 时 )。 如 果 加 入 人 类 HeLa 网 胸中 的 这 种 复合 
PIT COS 细胞 中 的 复合 物 ， 均 能 恢复 复制 能 力 。 而 加 入 小 鼠 或 牛 的 复合 物 以 及 E.coli 
DNA RAMI RRA SMT ERM, 这 可 能 是 该 复合 物 与 大 T 抗 原 之 闻 的 蛋白 质 - 蛋 
白质 的 特异 性 作用 有 关 ( 见 下 一 小 节 )。 其 次 ,页 核 生物 的 DNA 引发 酷 的 引物 合成 方式 较为 特 
章 , 它 的 作用 是 阵 发 式 的 ,每 次 作用 能 拷贝 6 一 15 MARR, DNA RA a 缺少 时 ,首次 陈 
发 穆 合 成 产物 可 以 被 下 几 次 阵 发 性 合成 所 延长 成 为 很 长 的 多 聚 核 苷 酸 。 但 龙 在 有 活性 的 DNA 
aio MLB 8NTP 存 在 时 ,引物 仅 是 第 一 次 降 发 性 合成 产物 。 景 后 , DNA 引发 酶 不 但 
能 利用 ?NTP 为 合成 前 体 ， 而 且 还 利用 4NTP 为 合成 前 体 。 在 一 次 阵 发 性 合成 的 引物 中 ,第 
PEPE A MARBRE RR ARAM ER, 要么 都 是 脱氧 核糖 核 并 酸 , 而 不 能 
是 二 澳 部 庆 。 由 于 引发 酶 能 够 合成 少量 的 脱氧 核糖 核 节 可， 因此 精确 确定 DNA RAM a fil 
时 搂 钙 引发 县 是 很 因 欢 的 。 然 而 ,引物 一 般 只 有 有 6~15 RP SEO 代 外 DNA SBF 
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AMA, 发 现 它 的 引物 仍然 主 殉 为 6 一 9 LARA) RNA, 


三 、SV40 的 大 T 抗原 与 复制 原点 

BV40 仍然 是 人 们 已 前 研究 真 核 生物 DNA 复制 的 主要 伐 型 。 它 的 双 链 环形 DNA GY 
5243 bp, 在 寄主 细胞 内 能 够 形成 具有 核 小 体 结构 的 微 染色 体 。SV40 所 编码 的 蛋白 质 中 ,只 有 
一 个 大 下 抗原 参与 其 DNA 复制 ， 其 余 的 复制 机 构 均 由 寄主 的 蛋白 质 构 成 。 因 此 对 于 SV40 
复制 机 制 的 探讨 是 很 具有 了 吸 续 力 的 。 大 工 抗 原 四 聚 体 在 复制 原点 区 有 三 个 结合 位 点 CL 3- 
40) ， 同 时 还 具有 ATPase PERRERA E, Wih METRA, A THRE IER 
民 的 蛋白 质 - 蛋 睛 质 相 互 作 用 ， 因 为 有 一 种 罕 变 的 火 了 抗原 保留 了 结合 复制 原点 的 能 力 神 
ATPase 活性 , 而 不 能 促进 SV40 DNA 的 复制 ; 还 有 一 种 突变 的 大 T RRA TAS 
点 的 能 力 ， 但 能 在 体外 复制 系统 中 能 够 与 野生 型 大 T 抗原 相 竞 争 而 影响 到 SV40 的 复制 。 因 
ER T URED ARR SB. coli oriC 复制 体系 中 DnaA 的 作用 相似 。 对 于 寄主 所 提供 的 复 
制 因子 ， 除 DNA RAN a 和 DNA 引发 酶 之 外 ， 其 余 的 众多 因子 还 没有 很 好 地 进行 分 离 积 
BH. AME AER 160 KDa 的 寄主 核 因 子 NT1 也 参与 了 SV40 的 DNA 复制 。 

SV40 的 DNA 复制 原点 ， 最 低 限度 得 保留 5208 到 29 这 样 一 段 65bp 的 DNA 序列 , 才 
不 至 于 完全 丧失 DNA 复制 能 力 。 但 在 这 种 情况 下 复制 能 力 只 相当 主因 秆 型 的 多 一 50 名 ,如 时 
要 保留 100% 的 复制 能 力 ， 册 必须 从 5 192 到 30 这 样 一 段 82 bp 的 DNA 序列 。 其 中 包括 
了 大 T 抗 原 结合 位 虚 工 和 0 ,连续 的 16 bp A /序列 (野生 型 为 17 bp) 以 及 左 向 复制 的 先导 链 
《合成 方向 与 早期 基因 转录 的 方 负 相同 ) 和 后 随 链 的 最 迟 RNA->DNA 转变 位 点 (图 8-40) 0 
82 bp 的 ors 序列 是 根据 15 种 不 辣 的 缺失 突变 ori 序列 的 体外 复制 铺 涡 而 确 定 的 。 结 合 位 点 
I 是 大 TT 抗原 的 最 主要 的 结合 位 点 ， 但 是 它 可 以 容忍 相当 大 的 部 分 缺失 而 对 复制 功能 影响 较 
小 ;而 结合 位 点 工 以 及 其 余 的 重要 序列 的 很 小 缺失 都 会 完全 形 失 复制 功能 。 而 SV40 ori 序 
列 的 复制 是 绝对 依赖 手 大 T 抗 原 的 。 这 里 的 脱节 铺 况 目前 尚 无 一 种 有 充足 理由 的 解释 。 


四 、SY40 以 及 其 他 真 核 生物 的 DNA 复制 过 程 


PERCE L RNA 引物 与 DNA 的 转变 位 点 的 研究 《图 3-41) 大 们 发 现 SV40 Æ 
向 复制 的 先导 链 (方向 与 早期 基因 转录 方向 相同 ) 的 DNA8 端 有 10 个 主 雪 位 点 ， 其 中 最 主要 
的 十 个 位 点 (5 239,12) 均 位 于 27 bp 的 近 文 序列 内 。 在 27 bp 的 旭 文 序列 内 大 工 抗原 结合 
位 点 1, Bem RNA 的 趋 始 转 未 点 。 这 一 区 域 和 富 含 A/T 区 域 对 于 BV40 复制 均 是 不 可 缺 
少 的 。 此 外 ,在 6 个 GsCGsPns 序列 处 也 是 常见 的 引发 位 点 。 已 知 转录 因子 SPL 结合 在 这 些 序 
列 上 ， 其 促进 复制 的 机 制 还 不 清楚 。 而 在 右 向 复制 的 链 (方向 与 晚期 基因 转 采 方向 相同 ) 上 ， 
DNA 5 端 有 6 个 主要 位 点 。 值 得 注意 的 是 右 向 复制 的 6 个 主要 转变 位 点 与 左 向 复制 的 10 个 
主要 转变 位 点 党 全 不 重 登 ， 双 方 只 有 很 次 要 的 转变 位 点 在 5 210~5 211 这 样 极其 狭 罕 的 范围 
RESA 3-41)。 而 上 且 这 些 右 向 复制 的 转变 位 点 大 部 分 位 子 必需 的 原点 序列 之 外 , 其 缺失 并 
不 影响 复制 的 进行 。 

由 上 可 见 , SYV40 DNA 从 复 髓 原点 开始 的 两 个 方向 的 复制 并 不 是 同时 开始 的 。 可 能 由 于 
大 T 抗 愿 结合 于 原点 序列 ,以 其 螺旋 酶 活性 促进 负 超 曼 旋 状态 下 的 17bp 的 A/T EIIE 
同时 由 单 链 DNA BABA APR, 这 一 解 链 区 域 可 能 以 高 态 方式 向 丙 侧 传播 ， 克 
露出 适 于 引发 的 单 链 DNA 序列 。 然 后 出 DNA 引发 酶 合成 引物 , 特别 是 优先 在 37 bp 的 通 文 
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风 3-41 SV40 的 最 低 限 庆 称 制 诛 点 以 及 左 ,在 向 复 藻 中 RNA 
一 DA 的 转变 位 点 的 不 重 笃 人 性。0ri(65bp) 为 县 低 腿 度 各 和 制 深 
wi, T-Agd), (E), (W) Beals 
E-wRNA 淡 示 卫 期 基因 的 转录 产物 ， 们 f 
每 个 模板 .上 的 一直 线 表 示 引 物 RNA 一 DNA HIERA, Æ 
线 的 长 短 代表 实际 测量 出 来 各 转变 点 出 现 几 弟 的 大 小 。 

序列 内 进行 四 发， 从 而 开始 左 向 复制 的 先导 链 的 合成 。 当 先导 链 合 成 至 原点 序列 的 左 侧 ， 才 

暴露 出 适合 右 章 合 威 的 模板 序列 ， 由 另 一 个 复制 体 强 发 并 合成 右 向 复制 的 先导 链 。 在 细胞 内 

也 月 可 能 是 先 作为 堪 向 复制 的 后 随 链 首先 被 引发 与 合成 ,然后 由 曾 一 个 复制 体 进行 延伸 ,并 开 

始 其 后 随 链 前 引发 与 合成 。 这 个 过 程 示 于 图 3-42。 这 样 ,SV40 DNAR HHE E- coli 

一 样 ,两 个 方向 的 复制 灵 对 十 原 点 序列 来 说 是 不 对 称 的 ,作为 双向 复制 的 对 称 点 出 现在 复制 原 

点 序列 的 左 半 边 。 

殷 器 引发 位 点 和 引物 序列 的 分 析 , 在 SV40 DNA Atget, 先导 链 和 后 随 链 的 引发 都 
Zirh DNA 引发 酶 进行 的 ,引物 RNA 的 长 度 均 为 6~9 BTR. apbidicolin 是 DNA RAT 
a 强力 的 拂 制剂 , 而 对 DNA 引发 酶 不 超 作 用 。 当 复制 体系 中 有 aphidicolin 存在 时 ,能够 
抑制 复制 丸 移 延 促 ,而 不 能 挤 制 复制 原点 处 有 限 岁 DNA 合成 。 这 就 足以 说 明 , 复 制 原点 处 的 
下 物 ( 即 先导 和 链 的 引物 ) 是 由 DNA 引发 酶 合成 的 。 

BV40 DNA 复制 过 程 中 ,部 分 复制 的 市 问 产 物 显 蝴 坚 形 ( 门 3-43)。 在 蝴 虹 形 分 子 中 ， 正 
在 复制 的 这 分 成 为 鸣 哎 ,而 尚未 复制 的 部 分 代 然 为 超 螺 旋 。SV40 QU A 一 样 , 也 没有 加 
定 的 复制 终点 ,只 寺 西 个 复制 叉 的 简单 袖 撞 。 改 制 完 毕 或 接近 完毕 时 ,必然 形成 环 连 体 分 子 。 
在 拓扑 异 构 酶 工 的 作用 之 下 发 生 去 环 连作 用 ,这 一 过 程 可 能 主要 发 竺 在 复制 结 来 之 前 。 

SV40 的 DNA 复制 有 可 能 代表 着 真 被 生物 DNA 复制 的 主要 过 程 。 首 先 由 一 个 特异 的 焉 
白质 识别 复制 原点 券 与 之 结合 。 然 后 由 螺旋 酶 促进 负 超 螺旋 状态 下 的 复制 愿 点 的 解 链 ， 耐 单 
链 DNA 结合 蛋白 维持 了 解 链 状 态 并 使 解 链 区 域 有 可 能 以 动 家 方式 向 闫 右 转 移 。 由 DNA R 
AR a A DNA 引发 酶 与 康 点 序列 上 的 特异 蛋白 质 相 耳 作用， 从 商 引 发 了 一 个 复员 
链 的 合成 ;然后 再 引发 男 一 个 先导 链 的 合成 (六 不 需要 在 原点 序列 内 ， 也 不 乱 识 别 贤 
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的 蛋白 质 )。 司 一 个 先导 链 的 引物 或 许 是 RNA, IRTP, pi 
落 复 制 又 的 前 进 ， 还 需要 拓扑 异 构 酶 解除 复制 又 前 进 所 造成 的 超 站 现象 。 在 酵母 中 起 这 种 和 
用 的 可 及 是 拓扑 异 构 梅 工 或 拓扑 异 构 酶 mE SV 中 为 拓扑 异 构 酶 工 。 真 核 生物 染色 体 
DNA 从 许多 复制 原点 开始 复制 。 当 相 邻 的 两 个 复制 元 的 相向 的 两 个 复制 又 随机 会 合 时 就 完 
ATZE DNA 的 复制 ， 可 能 并 不 存在 固定 将 终点 序列 。 Ai, Rew Retin DNA 
的 复制 却 不 那么 简单 。 


五 、 真 核 生物 第 色 体 末端 DNA 的 复制 


真 核 生物 同样 而 临 着 线形 DNA 复制 结束 时 所 产生 的 5 末 揣 隐 缩 的 问题 。 这 一 问题 的 解 
决 有 款 于 端 粒 的 结构 和 能 驶 识别 或 结合 端 粒 的 蛋白 质 和 酶 。 关 于 半 粒 绰 白 质 的 研究 正在 进展 
之 中 ;已 改观 的 玫 种 端 粒 蛋白 贰 已 在 第 二 章 中 讲 过 。Blackburn 等 人 首先 发 现 四 膜 虫 端 粒 中 在 
在 一 种 端 粒 酶 (telomerase) , 这 种 酶 能 够 将 四 膜 虫 端 粒 续 构 中 单 链 尾巴 5STTGGGG3’ 延长， 
延长 的 部 分 仍然 是 55TGGGG3"。 事 实 上 ,各 种 端 粒 中 这 一 富 售 9 的 序列 总 是 突击 12-16 个 
核 朝 酸 。 后 来 又 发 现 原生 动物 游 仆 虫 (eaplotes) 和 尖 毛 自 的 端 粒 本 也 能 延长 其 富 合 G 序 列 
S'TTTTGGGG3, 这 种 酶 是 一 种 核糖 核 蛋 由 > RNA 和 和 蛋白质 构成 。1990 年 ,Blackburn 
等 人 又 证 明了 端 粒 酶 中 的 RNA 是 官 合 G 序 列 的 模板 。 例 如 游 仆 虫 的 庙 粒 驴 RNA 全 有 
5/CAAAACCCOAAAACO3 这 样 的 六 列 ， 对 于 找 贝 出 富 合 号 序列 所 必需 的 部 分 为 OAA- 
AACOCOOAAAA3'。 这 样 : 端 粒 酶 实际 上 是 一 种 逆转 录 酶 , 与 还 原 病毒 逆转 录 有 琵 的 差异 只 在 于 
这 个 模板 是 在 酶 分 子 内 。 端 粒 酶 中 的 RNA TREA NREN, AAE G 的 单 链 必 巴 的 长 
许 是 如 何 控制 的 以 及 这 一 音 链 尾巴 在 复制 中 的 功能 都 还 不 清楚 。 这 种 单 链 届 巴 可 能 恋 转 过 来 
作为 引物 复制 8 末端 。 另 一 种 可 能 性 基 某 种 端 粒 结合 蛋白 有 可 能 像 腺 病毒 DTP 那样 结合 于 
景 来 端的 章 链 重复 序列 ,并 作为 蛋白 质 引物 复制 DNA BY Ski 


六 、 惧 核 生物 复制 过 程 电 的 核 小 体 结构 


真 核 生物 细胞 核 的 体积 是 很 小 的 ,而 复制 过 程 完全 局 限 寺 核 内 进行 , 因此 DNA 必然 是 处 
字 高 度 压 继 状 态 下 进行 复制 的 。 而 复制 时 必然 涉及 到 核 小 体 的 转移 与 分 配 ， 因 为 DNA RP 
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保留 复制 。 由 于 空间 狭小 ,复制 可 能 是 分 区 进行 的 ,这 就 是 各 复制 元 族 不 同步 的 原 固 。 现 在 人 
们 已 经 用 省 尿 哮 昨 脱氧 核 营 酸 代 痊 胸腺 嘱 腔 槟 芝 酸 泛 入 到 DNA, 再 用 澳 屎 喀 喀 脱氧 核 并 酸 欧 
抗体 进行 免疫 杂交 而 证 实 丁 染色 体 的 分 区 复制 。 

第 二 章 中 我 作 已 经 讲 过 ,组 蛋 自 八 聚 体 是 以 全 保守 的 方式 传 给 予 代 分 子 的 , 现 将 得 到 这 一 
结论 的 实验 过 程 叙 述 恕 下。 

组 蛋白 向 合 成 是 在 细胞 被 中 与 DNA 复制 同步 进行 和 的， 因而 细胞 并 不 含有 有 明显 多 余 的 组 
蛋白 分 子 。 其 粳 联 的 机 制 目 前 还 不 清楚 。 这 个 事实 对 于 我 们 证 明 组 蛋白 八 聚 体 的 解 离 与 否 却 
有 很 大 的 帮助 。 老 的 八 聚 体 是 否 解 离 内 及 如 果 解 离 又 如 何 与 新 合成 的 组 蛋白 重组 ? 这 里 主要 
有 三 种 可 能 性 (图 3-44)。 


SOR Nm 1 SRM DELET MERMER 
$883 883 EOR a 
OO 
+ — + _ f+ feo 
名 (4) BOC R bat A ta QE 
ogo GOO 
oo 
(Se RNBEA 


Ba- FRG REO AH 

将 细胞 置 于 经 培养 基 (30,1N，1H) 中 生长 很 长 时 间 。 然 后 将 细胞 转移 到 重 阐 养 基 (CC, 
WN， 互 ) 中 生长 约 1 小 时 ,分 离 组 蛋白 八 聚 体 , 在 甲酸 他 和 的 密度 梯度 中 进行 平衡 离心 如 果 是 
全 保留 装配 的 话 , 则 得 到 一 个 高 密度 的 放射 性 带 : 如 果 是 随机 的 话 ， 则 得 到 一 个 高 密度 到 低 密 
度 的 弥散 的 放射 性 带 ; 如 果 是 半 保 留 的 话 , 则 在 中 等 密度 处 得 一 个 单一 的 放射 性 带 结 果 表 明 ， 
组 强 白 八 聚 体 的 装配 是 全 保守 的 。 

这 些 老 的 八 聚 体 和 新 的 八 聚 体 在 两 条 子 代 DNA 分 子 上 是 如 何 排列 的 呢 ? 同样 有 三 类 可 
能 性 (图 3-45), 


to) RW Cb) 随机 分 布 tco atin HP Ai 
图 3-45 新 、 老 八 聚 体 的 可 能 排列 方式 


用 上 述 密度 梯度 平衡 离心 的 办 法 分 析 交 联 的 相 邻 八 聚 体 (16 单 体 聚合 物 ) 同 祥 可 以 证 明 
第 工种 分 布 是 正确 的 。 

FAR SA tal Fale RR (cycloheximide) ry Ll FEAT PEN ARIE RCA a a 
到 正在 生长 的 细胞 中 ， 在 此 之 前 开始 的 一 轮 DNA 复制 将 继续 下 去 。 上 面 我 们 已 经 谈 到 过 组 
蛋白 是 现 用 现 造 ,在 加 入 蛋 自 质 会 成 的 掉 制 剂 后 ,就 没有 新 生 的 坐 蛋 自 八 束 体 了 。 这 妊 在 两 个 
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SLAVS AAMEN DNA 站 神 圳 的。 另 一 个 分 核 伍 承 了 素 代 前 组 蛋白 作 聚 体 。 用 电 


FB DUR BRS H 3-16)。 这 一 结果 表明 , 组 蛋 自 八 率 体 在 DNA 复制 时 并 不 离 
JRE DNA 链 。 


图 3-46 放射 区 者 抑制 实验 
《a) 模式 图 (b) HT RAR RERA 


最 后 的 问题 是 , 亲 忧 的 组 蛋白 八 豪 体 到 广 与 哇 条 链 站 结合 ? 迄今 ,人 们 只 知道 一 种 动物 病 
#840, 它 的 老 八 聚 体 是 与 睹 导 链 相 结合 的 (8V40 也 是 有 核 小 体 结构 的 )。 如 果 一 个 复制 单 
元 从 原点 开始 双向 等 速 复 制 ， 则 在 子 代 分 子 的 这 一 自序 列 上 的 组 蛋白 八 涌 体 半 截 是 老 的 ,学 
截 是 新 的 (图 3 47)。 


复制 原点 
1 


图 3~47 新 (8) 浇 (oD) 八 育 体 在 字 代 分 子 上 的 分 布 。 
箭头 败 示 先导 链 前 进 方向 


第 九 节 复制 的 调控 


许多 现象 表明 ,DNA 的 复制 是 受到 调控 的 。 例 如 在 菁 萄 糖 作为 唯一 碱 源 回 以 一 些 无 机 化 
AHR, E.coli 细胞 在 37%C 时 分 裂 一 次 需 取 外 分钟, ERAR ARANE T0 分 钟 ,在 很 差 
的 碳 源 中 可 以 长 达 10 小 时 。 然 而 对 于 DNA 复制 来 说 ,都 为 40 分 钟 左右 ， 即 使 细胞 分 裂 需 要 
16 小 时 的 情况 下 ,也 仅仅 增加 几 分 钟 。 更 为 奇怪 的 事情 是 ,在 非常 丰富 的 增 养 基 中 , 结 胞 分 型 
时 间 只 有 21 分 钟 ,然而 DNA 复制 仍然 需要 40 分 钟 。 这 可 以 用 成 熟 前 起 始 (prematare ini- 
tiation) MOARRE CHI 3-48)。 这 种 现象 一 般 可 以 用 电子 显微镜 观察 到 。 
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图 3-48 成 熟 前 超 始 图 解 


贺 中 小 加 点 作为 标题 以 示 07 20? ,407 各 个 时 肇 复制 的 进 民 消 况 ,由 图 可 见 , 分 
子 加 信 只 需 20 分 外, 世 一 个 分 子 复制 完毕 仍 需 要 4 和 分钟。 
然而 ,关于 DNA 复制 的 调控 , 人 们 仍然 很 少 了 了 解 ， 可 能 涉及 到 许 许 多 多 的 专 一 性 蛋白 质 
关子 (如 E.coli 的 Dnad, SV40 的 大 T 抗 原 等 ) 和 至 少 一 类 ENA 分 子 。 细 胞 中 蛋白 质 和 DTDNA 
总 量 的 出 鲍 可 能 也 是 一 个 很 重要 的 因素 ,因为 氨基 酸 饥 镍 不 但 造成 蛋白 质 合 成 的 抑制 ,而 且 也 
造成 DNA 复制 起 妈 的 抑制 ， 然 而 又 不 知 为 什么 能 够 允许 正在 复出 中 的 DNA 的 复制 完毕 。 
从 复制 原点 起 始 一 输 DNA 复制 , 特 蜡 性 蛋白 质 因子 对 原点 的 识别 和 结合 是 关键 的 一 步 。 
要 DNA 复制 起 始 以 后 ,这 种 可 为 复制 机 构 所 利用 的 状态 发 生 了 改变 ,或 者 荐 DNA 被 修饰 (如 
再 基 化 和 走 甲 基 化 等 ) ,或 者 是 特异 性 蛋白 质 因子 被 修饰 ( 砖 酸化 和 去 芍 酸化 等 )。 这 样 ， 使 得 
雁 一 个 细胞 周期 中 ,复制 原点 只 能 被 使 用 一 次 , 而 不 是 元 于 一 次 。 前 面 我 们 已 经 诽 过 ， 吾 .co 呈 
复制 原点 中 GATC 序列 的 保守 性 和 dom 基因 对 于 复制 起 始 的 重要 性 。 近 求人 们 发 现 , SV40 
复制 原点 上 结合 的 天 了 抗原 四 紊 体 起初 是 设 有 磷酸 化 的 ;复制 一 旦 起 始 以 后 ， 大 抗原 就 被 
磷酸 化 从 而 离开 了 复制 原点 。 这 也 同样 保证 了 复制 原点 的 一 次 性 使 用 ,RNA 也 参加 了 复制 起 
始 的 调控 。 人 们 出 较 清 枇 的 就 是 天 肠 和 杆菌 质粒 GolE1 的 复制 。Gol 了 1 的 复制 需要 一 个 RNA 
引物 。RNA RAMAR MIR AERA 555 bp 处 起 始 转 录 ，, 这 个 转录 物 就 称 为 RNA 2。 当 
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图 3-49 通过 RNAaseH 切断 RNA 2 而 产生 具有 37 -OH 
的 引物 ， 从 而 起 始 ColE1 的 复制 

在 OolEI 受制 原 点 上 游 方向 445 bp 处 (相当 于 RNA? 的 馈 11I 个 磊 基 的 位 置 ), 起 始 转 录 
另 一 个 RNA 分 子 ， 其 转录 方向 与 RNA2 相反 。 这 个 RNA 分 子 称 为 RNA1。 这 个 反 义 的 
RNA1 有 有 111 个 碱 基 与 RNA2 的 6" 末端 互补 ， 从 而 改变 了 BNA? 的 二 级 结构 ,使 之 不 能 为 
RNAaseH 所 识别 ( 人 们 通常 认为 RNAaseH 只 识别 DNA-RNA ARM, TA RNA 
的 二 级 结构 。 闲 此 其 细微 机 制 仍 有 待 于 作 进一步 的 研究 )。 于 是 ，RNA2 的 转录 继续 进行 ,不 
能 在 复制 原点 区 域 产 生 引物 。 CE 复制 原点 下 游 方向 不 远 处 有 一 个 编码 63 个 氨基 酸 的 蛋 
FUSE Gk ES Bee Rom 蛋白 (有 的 文献 上 称 作 Rop 蛋白 )。 有 的 研究 者 发 现 ,Rom E 
ade RNAL 存在 时 能 够 促进 RNA2 在 合成 到 100~220b Wa, 从 而 不 能 达到 复制 原点 
处 ,也 就 不 能 产生 复制 所 需 的 引物 。 最 近 有 人 证 明 , 当 了 NA2? 长 度 介 和 于 3200 一 360b 时 ,Rom 蛋白 
省 促进 RNAI1 与 RNA2 结合 的 能 力 。 当 RNA2 长 于 360b 时 ,RNAT 虽然 也 能 够 与 RNA2 
Ee JARS HER. PPE, RNA2 的 二 级 结构 将 影响 它 与 RNAI 的 结合 ， 
而 了 NA3 的 长 度 不 同 ,其 二 级 结构 也 不 同 。 因 此 ,体内 RNA 与 RNA2 的 有 效 结合 是 发 生 在 
RNA2 转录 过 程 的 特定 时 刻 。 

复制 起 始 的 控制 与 质粒 (或 染色 体 ) 的 措 贝 数 的 控制 是 完全 一 致 的 。 且 前 关于 拷贝 数 的 控 
BL BRAS TRAE (EBS RM RNA 控制 等 ) ,但 实际 情况 可 能 远 为 复杂 。 每 个 
细胞 中 具有 1~2 个 拷贝 的 质粒 称 为 严 谎 型 质粒 (stringent plasmids) 或 低 拷 页 将 质粒 :每 个 
细胞 中 有 10~100 个 拷 员 的 质粒 称 为 松 怠 型 质粒 (relaxed plasmids) mi MAO. AR 
的 自私 特 钼 即 不 相 容 性 《incompatibility) 也 是 与 复制 起 始 的 控制 密 急 相关 的 。 具 有 相同 或 
者 相似 诅 过 轧 的 黄种 质粒 常常 不 能 稳定 地 存在 于 同一 个 甸 胞 中 ,经 过 若干 民 的 培养 ,只 含有 网 
一 种 质粒 的 细胞 越 素 越 宅 , 而 含有 两 种 质粒 的 细胞 相 史 减少 (图 3-50)。 由 此 澡 见 ,着 粒 的 不 祖 
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寄 竹 是 丙种 质粒 具有 相同 或 形 相 似 的 阻 过 物 以 及 两 称 质 性 复制 的 随 灿 法 择 的 结果 。 有 些 质 粒 
能 够 稳定 地 存在 于 局 一 细胞 中 ， 它 是 因为 它们 控制 插足 数 的 机制 完全 不 同 。 情 如 下 质粒 和 
Coll 质粒 二 省 是 相 容 的 ,也 就 是 说 ,它们 分 别 属于 不 同 的 不 入 容 性 组 (difforent incompa- 
tibility groups), 
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Watson 和 Orick 的 DNA 右 手 双 絮 旋 理论 本 肖 就 暗示 着 双 链 DNA 员 制 的 基本 宰 式 ;也 就 是 
Meselson 和 和 Stahl 同位 素 标记 实验 所 证 实 了 的 双手 DNA 的 六 保留 复制 。 然而 具体 的 DNA 
复制 机 制 趣 要 复杂 得 多 。 

DNA 复制 通常 是 内 特定 的 复制 原点 开始 ， 大 多 数 双 向 进行 ,也 有 有 少数 革 向 的 或 以 不 对 称 
的 双向 方式 进行 的 。 衫 据 先 导 链 合成 的 起 始 ， 可 以 将 DNA 合成 分 为 从 新 起 始 【 复制 又 式 复 

Bde Apr ae P ORL) BARB 

km YA SH DNA RSH, AP DNARSSUALHHEP HERS, HG 
是 由 10 种 33 个 亚 基 构成 的 分 子 剖 为 900KDa 的 非 对 称 到 全体 ， 这 就 暗示 着 这 一 萌 业 体 可 能 
同时 进行 光 导 链 和 后 随 链 的 复制 。DNA RAH I ADNA 复制 过 程 中 起 得 要 作用 。 了 NA ‘i 
SHIARERSPRERMORZ—, DNA EMANA BARENE BK, 
Bip dott MLA DNA 复制 过 程 中 所 不 可 献上 少 的。 

ABRWDNA 的 复制 这 程 中 ， 先 导 镜 的 会 成 是 连续 的 ) 员 后 随 链 的 合 束 无不 连续 的 ,光合 

. 131« 


Boag REC PR BE), m AEREA AS IND AREAS EB) RNA 引物 ， 这 种 
RNA AK PRAT RADARS AH ABAD RNA ROMSAN, AGRA A 
之 前 :常常 需 有 要 有 NA RoE RAMU TH RCE RM), AMA AS A 
# DNA Ret 1 fe RNAasoH Hee slay, DNA Aug IIA KA h DNA 连接 榴 连 接 
到 已 经 合成 的 语 承 狂 上 。 

复审 原点 是 DNA 复制 的 起 始 场 所 ,而且 需要 有 特异 的 局 自 质 因子 与 之 结合 。 大 肠 业 菌 
Mori Buy Bis 245 bp 其 他 革 兰 氏 阴 性 菌 的 复制 原点 亦 很 相似 不 同 的 复制 原点 需要 不 同 
前 肥 白质 因子 ;即使 同一 细 脑 体系 中 前 不 同 复制 元 也 是 这 样 Glee, ori FX Dnad, ñ Ox 
174 前 复制 就 不 需要 DnaA。 AMI AMDNARSH IARAA ARSE EA HS A, 
这 暗示 着 它 可 能 同时 进行 先导 甸 和 语 随 鳃 的 合成 。 这 就 需要 了 区 及 聚合 酶 开 全 酶 与 引发 醇 为 中 
心 的 引发 体 物 成 更 大 的 复制 体 。 这样, 从 原点 开 寻 的 一 个 复制 又 的 第 一 个 网 峙 片断 * 并 不是 钼 
反方 向 其 制 又 的 事实 上 的 先导 链 ! 相反 方向 复制 又 的 启动 需要 装配 另 一 个 复制 体 。 

环形 双 链 DNA 一 般 没 有 固定 的 复制 终点 。 揽 制 将 近 结 来 时 ， 由 拒 扑 异 构 酶 工 进行 解 环 
he, Re DNA HAMEL GA RANMA, AOR Rh RARER, 
各 T7 DNAs A OAS OA EA A ded H a] te RS A RA eo 

BRA WHE DNA RSH, RY DNA RAN a TRELA RSM. RRL 
DNA B&B RAMA, ARASH RAR DR RMS WEA RAH DNA 引发 
Be LRA MYL RALESA/TARN, AMAER RHE SARS AT. SV40 ky 
复制 原点 至 少 包括 82bp seat x CAR, ALTERS AMHR ELA 
hl, AKL pH DNA ART RDA ORRE SH AH AM DNA 的 其 制 。 在 
DNA RAMEY, BARRE ORAL WUSTAFAH RES 

DNA 复制 与 细胞 周期 紧 害 相关 。 图 而 它 必 须 处 于 严 梅 的 调控 之 于 。 人 个 在 这 方面 疡 知 
其 少 ,可 能 涉及 到 许 许 多 多 的 起 和 白质 加 子 和 到 少 一 类 RNA 分 也 。 
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SOR ”以 修复 作用 为 中 心 的 DNA 的 安全 保障 体系 


对 于 生命 状态 的 窒 在 和 延续 来 说 ,DNA 分 子 要 求 保持 高 庶 的 精确 性 和 和 完整 性 ， 细 胸中 没 
奉 名 一 种 分 也 可 以 和 它 机 比 。 在 长 期 的 进化 中 ， 生 物体 不 仅 滨 化 出 能 纠正 个 然 的 复制 错误 的 
系统 ， 如 DNA RATER 3 一 5 MBETA , GUM N- 精 基 麻 修 复 系 统 ; 错 配 修复 系统 ;而 
且 还 存在 着 能 修复 环境 因素 (如 射线 ) 和 体内 化 学 物质 造成 的 DNA 分 子 的 损伤 的 系统 ,如 光复 
活 修复 系统 ,切除 收复 系统 .重组 修复 系统 .SO8 修复 系统 。 为 了 对 付 外 小 DNA MAR. A 
生物 还 演化 出 限制 修饰 系统 。 从 广义 上 来 说 ， DNA RARD DEET MAF BERI s 
然而 它 是 DNA 聚合 酶 所 具备 的 性 质 , 在 DNA 聚合 过 程 中 发 人生, 错误 的 碱 基 并 不 存在 于 DNA 
链 的 内 部 ， 而 只 是 瞬时 存在 于 键 的 符 长 点 上 ， 因 而 仍然 属于 复制 的 范畴 。 而 尿 喀 啶 -N- He 
酶 修复 系统 和 错 配 企 复 系统 契机 修复 的 器 误 碱 基 已 经 存在 于 新 生 DNA 链 的 内 部 ， AMER 
上 是 属于 修复 范畴 的 ! 然而 这 两 种 修复 系统 主要 作用 于 复制 过 程 中 和 复制 完成 后 的 较 短 时 间 
之 内 ,因此 编者 将 这 两 种 修复 系统 归 成 一 类 , 称 之 为 复制 收复 (xeplioational repair), Hii- 
夫人 饰 系统 所 引起 的 硫 基 申 甘 化 也 可 以 看 作 是 复制 后 的 加 工 (postreplicaftional processing), 
但 由 于 其 生物 学 意义 重大 ( 盟 然 还 不 完全 清楚 ), 所 以 限制 与 修饰 也 作为 本 章 的 重要 内 容 。 


Ky 复制 修复 ~ 
soy PROBE Be RE 
上 一 局 中 我 们 已 经 讲 过 ， 生 物体 内 虽然 有 dUTPase, 但 必然 会 有 少 救 dUTP ATR 
TBA DNA $h, HF U 能 和 A RAMA, Poll 的 校对 功能 无 法 识别 它 。 另 一 方 
T, AE PS H TREE RS HB TTA ER RE, AE BU TA BE BE 
ROGGE -N- HEEB AR. KS LIAR ne -N- BEE, AP py RM, Poll, 
DNA ER, HERUBATA 4-1, 
3:TGTOAGTINGS: Mm y ROTGNGTTAGS) 


E TCACTGAATC 3" S'PCACTGAATC3' 

| neni TGA’ 
SV ACTGACTTAGS' 3°AGTGACTTAGS" 
S'TCAUPGAATC3' 5' POA TGAATC3' 


RESEN -WE . J AP ina 
3° AGTGACTTAGS' 


U 5'TCA TGAATC3* 


Han ANDE N- PERRA SPR KEIER aN eT 
ERRERA. BRU Ao i E HS 
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=, ØE a Re (mismatch repair system> 
DNA ROMERE ERES ETERA ARARE. RET h 
DNA RAR 3" 一 5 REDESA, AIR FO Pe RNA ee RM 
在 其 些 特殊 条 件 下 ,DNA RAERD Beit RR aE DNA 链 上 于 没有 进行 纠正 。 据 
信 证 ,这 种 错误 的 频率 为 0- CAT 108 个 破 基 中 有 一 个 硫 基 是 不 配对 的 鲁 误 硫 基 )。 然 而 ,人 
们 实际 测量 至 的 突变 闫 率 为 10-2 或 10-。 由 于 DNA 的 党 整 性 和 精确 性 是 生命 的 根本 所 
在 ， 因 而 绍 胞 中 演化 出 另 一 个 修复 系统 , 叫做 错 配 修复 系统 ,给 也 第 二 次 纠正 悄 误 的 宙 会 。 
然而 , 当 新 生 的 DNA BREE RIE RRNA), RRA TTR 
缠 不 配对 部 分 的 硫 基 哪 一 个 应 该 被 纠正 踊 ? 原来 细胞 中 的 甲 基 化 作用 与 这 种 识别 有 关 。 在 
DNA 中 天然 的 甲 基 化 碱 基 有 两 种 ,一 种 是 Me- AU GENS ,一 种 是 5- BUREAU, EBE 
的 甲 基 化 航 平 与 此 无 关 ， 不 在 这 里 介绍 。 腺 哇 叭 的 甲 基 化 刚 是 错 配 修 偶 系 统 揭 识 神 标 志 。 这 
a A REUSE, N- 四 基 逐 澡 崔 一般 都 包含 在 SA*TO ax BE hy WAR CAS 即 
eee tena AE am vy 
xs \. os 


orn O Tr 
“~ Laan sna be hi SU S ee 


CTAG 


v Ey 
MERHUME ?， / 
| L E-TAL] 
| GATE 


CTAG 


th) 


tdi 


Aaz HE oi 
G SyaT E REIRE GATOS TAMERS, (b) RIES 
AATRE IE GATO RRS SE PORE, C) ERE ECR a 
RRRA DNA, (d) DNA RAM UN 
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N- PERR I DNA 链 ， 有 一 个 甲 基 化 的 梯度 ,靠近 复制 又 处 甲 基 化 程度 最 小 ? 
亲本 链 上 的 乎 盖 化 程度 高 而 且 均 一 。 根 据 这 些 特征 ， 错 配 修 复 系统 就 可 以 识别 出 模板 链 和 新 
生 链 ,从 而 弓 正 新 此 链 上 的 不 配 允 碱 基 。 + 

甲 基 化 作用 是 甲 基 化 酶 所 能 化 的 。 有 只 体 地 说 ,Ne- GUS ee h dam 基因 所 编码 证 
DNA 腺 嗓 叭 甲 基 化 酶 催化 所 产生 的 。 其 甲 基 供 体 是 S- REPS L~ 甲 硫 氨 酸 , 侯 今 尚未 见 到 
其 他 甲 基 供 体能 满足 这 一 反应 的 要 求 。 错 配 修复 系统 主要 包括 一 个 能 识别 新 生 链 上 销 配 了 碱 基 
和 和 未 围 基 化 的 GATO 序 列 的 内 切 和 核酸 茸 ， 称 为 错 配 娇 正 栈 (misamatch correction enzyme), 
CMA met, mel 和 mwtS 所 编码 。 此 外 ,该 系统 还 需要 DNA RAR I ADNA 连 
2M. SMBS RTA 4-2, 

错 配 修复 系统 对 于 去 陈 渗入 DNA HRERMY LEE, ARRERA E RE 
上 的 大 其 配对 生成 握 键 而 不 能 为 DNA 售 合 酶 的 校对 功能 所 识别 (AL A UHRA 
烯 醇 式 和 酮 式 的 转变 ， 因 而 在 下 一 办 复制 时 则 会 引起 突变 。 错 配 你 复 能 够 在 下 一 轮 复 制 之 前 
奖 碱 基 尖 做 物 去 除 。 此 外 , 错 配 修复 系统 在 幕 因 转换 过 程 中 亦 有 重要 作用 ,这 种 作用 将 在 第 十 
一 章 中 讲授 。 


= 损伤 修复 


生物 体内 外 许多 因素 都 能 造成 DNA 分 于 结构 的 报 伤 ,如 电离 辐射 , 瞻 外 线 ,煤化 剂 ,氧化 
剂 等 。 一 种 因素 可 能 造成 多 种 类 型 的 损伤 ， 一 种 类 型 的 损伤 也 可 能 来 直 不 同 种 因素 的 作用 。 
DNA 分 子 的 损伤 类 型 很 多 , 其 中 以 喀 院 二 聚 体 ,特别 是 胸 孤 喀 院 二 聚 体 的 形成 和 修复 机 制 研 
和 完 得 最 为 清楚 ,也 是 本 节 阅 述 的 重点 。 其 他 损伤 类 型 及 其 修复 机 制 只 作 简 要 的 叙述 。 


—. ARER RENEE 


BR TE PS A RR PE Pe TO SE 
MOA AREER k (E 4-3), i PAGRA Be Pe RE, AP ET AT T EDT 
HH, BREAN ARAB. AE SR 
的 DNA PERRET BAS, Pol HEARR RERI Ee EH TS I, 
St, 然后 又 由 85 eT I. RM RE, AT Th aah 
E WARM dATP 被 分 解 ,而 DNA 复制 则 毫 无 进展 。 由于 蛋白 质 仿 在 不 断 合成 ,而 DA 不 


FASB EY a WORE RREK f 
fe 4-3 RAE NS ROUTE Re OLR RTE EA E RE 


能 介 制 ,细胞 也 就 不 能 分 弄 。 这 岩 就 出 现 细 妈 状 的 硕 语 加 形 细胞 ,最 后 导致 细胞 死亡 。 


=. BRR OMB RNS DiE 
LIRR Bl ESRC PRE, 用 菌落 的 形成 能 为 为 指标 , 将 存活 的 百 


100 秃 比 与 照射 时 间 (或 剂量 ) 作成 外线 ， 称 为 存活 曲线 
, (survival eurve)。 见 图 4-4 和 4-5, a 
te 收复 有 多 种 类 型 ， 常 见 的 主要 有 光政 复 和 了 暗 修 复 


两 类 。 光 修复 又 叫 光 复活 作用 ， 就 是 细菌 在 紫外 线 照 


à 身后 立即 用 可 见 尖 照射， 这 样 可 以 显著 地 增加 细 贡 的 
机 活 存 率 ， 而 且 纲 苗 的 活 存 率 随 着 可 见 光 的 剂量 而 增加 
ao ap (图 (4-5a, b), WARR RARER IR GAL A A ER P 
置 于 非 营 养性 的 温暖 的 缓冲 液 中 ， 世 可 以 显著 地 增加 
om ———— HAREE (450), A RR 
照射 时 间 (lignid-holding recovery)， 其 实质 是 在 这 样 的 条 镍 
ek imee 下 有 有 利于 各 种 障 修复 的 进行。 
wo p 100 p tao 
[a 
ATRE aue 
39 10 1 
£ x 和 
g £ ， ， ia 
o . oa 一 - o1 
1 (a) TRENE fb) uv LE iey U NE 


图 4-5 收复 的 类 型 
{a) 以 不 同 章 星 的 紫外 线 照 左 细 菌 ， 然 后 用 可 见 光照 射 ， 三 种 样品 的 袜 存 率 均 为 可 见 光 剂 证 的 团 数 
(b) 关 开 可 风光 娶 射 的 比较 
(PD 没有 可 见 光 ， 则 线 上 三 点 取 自 男 a 的 了 BLE 
(I) HRH, h ZAREN a 的 高 平 部 分 的 数值 
《c) RRR 


=. BPR A SFE 


X Fil JANE BE — SR GK, eH PER IAS WAR, RIE BS, SOS 修复 以 及 
“REAL. BAER HR SR. Te RUE AA hE He 
切除 二 集体 之 癌 的 O-0 键 , 而 暗 修 复 中 所 需 的 能 量 来 自 ATP 的 水 解 。 就 目前 所 知 ,， 光 修复 
机 制 只 作用 于 紫外 线 照 射 所 形成 的 产物 ,而 暗 修 复 除 了 可 以 作用 于 胸腺 喀 贮 二 聚 体 外 ,还 可 以 
修复 共 遇 类 型 的 损伤 。 互 .coi 中, 光 修 复 过 程 只 需要 一 个 隋 即 光复 活 酶 (photoreactivating 
enzyme)， 由 基因 par Be, 而 瞳 修 伪作 用 刚 涉及 到 许多 基因 产物 ( 表 4-1)。 

1. 42 Cphotoreactivation) 光复 活 作用 是 在 可 见 光 (300 一 600nm) 的 活化 之 下 由 光 
复活 酶 供 化 胸腺 路 了 啶 二 形体 分 解 成 为 单 体 的 过 程 。 几 平 所 有 的 生物 细胞 中 都 已 发 现 光复 活 酶 
CRAs PR 栈 )。 光 复活 过 程 并 不 是 PR 酶 吸收 可 见 光 , 也 不 是 PR 酶 与 一 个 吸收 可 见 光 的 化 
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Ri- -1 Eeli PE RR Et 


# x AF 移 
word | RAPA | RAHM ATPase SPR 
orB ERIN 修复 内 急 本 的 亚 共 
Ce 信友 认 切 了 的 亚 基 
wore | URINAL | a: 
。 RARE recA BA, 40 KDa 
rend 2. DNA BO RAH 
发 修复 途径 
BEANE 
, EARE ADRE Y 重组 发 香 组 修复 所 需 
HE Seca ¥ 的 亚 此 
aD TARK IRRD 的 亚 基 
sb 抑制 recBOD ADRS I 未 外 
?eoF 重组 修复 缺陷 :在 yecBCD、 未 m 来 R 
rect sbeB FRED BRR 
sen 
rE sark JANE 到 | x 知 
WO FEFE SOS 修复 的 突变 站 效应 未 A fa 
ton UVER, HERA | 结合 于 DNA 的 ATP RM | RAD SAES cod 
ENEAN 
mutH, mutL, | Ba | J ST 
souts Feat 381 HRS i MEM ETE 
am UVa, MNRE | DNA MAPEL 
isa SVSORRABA, 8) | BREA, KDa | 
是 S0S 系统 的 基因 类 宕 调节 
(a) 


ta) 图 4-8 光复 活 作用 图 角 
(a) REFRESH DNA SH, (b) PRIBWDNA SAMMI Rs 
(8) 可 见 光 的 吸收 和 PR ARTE hs (d) DNA MERAN PR 醇 的 释放 。 
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Ned fe eA PR PEUH DNA HE PRII IR NETE RR a W s OA dP 
7 AURAL HLS ALA JEE INRE CREZ A 0-C Bi BR RO EAE A 
MU, PR AA DNA EARP FORCE 4-6). JORRIE RIS, ERRES 

APETI JT AURE DE T E eB i ea, AS a F EZA 


2 IME URE HSS RMR. AA, MIAO 
A W= A, a I, — P e HB OK 
引起 的 DNA WORE MAY, Se ART SO BR Ro, ae 
SP, 另 一 边 是 38-OTIT。 第 二 步 是 由 Poll 在 3/-OH 未 端 聚 合 一 条 新 的 DNA t FF i Bt E 
换 控 大 约 20 ARRI DNA by GEP GLA nee R. BE, BER Se 
由 Poll 的 5⁄3" p RRE ETA RI PE DOR. PRT Poll 之 外 , 还 有 其 他 的 外 切 
核 融 醇 也 能 进行 这 ~… 反 应。 如 DNA RAR I H53 SURREAL aE BY 外 
HERRI, FUR, EAE EE RA, ee PRE OR ERK 
En BARERA BERRIA, AAAA DNA RAW I ERII E g W EEN 
E. ANE DNA 连接 酶 封 合 新 合成 的 DNA 片断 和 诛 有 DNA 链 之 闻 的 一 个 切 刻 。 某 些 
败 菌 你 编 码 的 修复 内 转 酶 确实 是 按 上 述 方 式 作用 的 。 

E. colt 的 修复 内 切 酶 由 三 种 亚 莽 构 成 ，UvrA、UvrB,UvrO。 其 中 UvrA 具有 ATP BG 
mi. Uvra 加 上 UveB 在 离 体 情况 下 就 有 活性 , 而 UvrC 对 于 该 内 切 桥 达到 最 大 锋 性 是 不 
可 缺少 的 。 其 精细 作用 还 不 清楚 。 这 三 个 基因 中 任何 一 个 基因 发 生 突 变 ， 都 会 增加 细菌 对 于 
荣 外 线 的 往 感 性 。 修 复 内 切 降 对 于 胸腺 喀 喧 二 涌 体 的 识别 原理 是 因为 胸腺 哮 蛇 二 沼 体 引起 丁 
DNA 到 螺旋 的 变形 。 因 而 ，Uvr RRO RE Ri, TR IEA 型 的 
DNA 损伤 ,只 要 这 些 损伤 能 引起 DNA 双 螺 旋 的 变 次 ,就 能 为 修复 内 切 酶 所 识别 。 

KALK, AKE. coli 的 收复 内 切 酶 也 是 采取 在 损伤 的 5 端 作 一 切 刀 的 方式 进行 
修复 的 。 带 过 基因 克隆 ， 人 们 分 离 到 大 晨 的 Uvr ABC 产物 以 供 作用 机 制 的 研究 。 针 暴发 现 
Uvr ABC 在 胸 用 啼 晓 二 情 体 的 两 侧 痢 作 一 切口 , 切 下 包含 损 伤 在 内 的 12 ET 
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斯 ， 留 下 的 地 个 核 背 酸 的 献 甩 由 DNA 来 合 酶 [ 进行 充填 9 最 后 出 DNA it Pen re Be de 
(图 4-7)。 显 然 , 由 于 UvrABC 能 何人 收复 不 同 革 型 的 损伤 ， 因 贡 它 并 不 能 直 搂 识别 任何 一 种 
HAR ALR, EAR DNA 某 一 部 位 缺少 正常 的 形状 。UvTABGO 首先 结合 村 不 窜 胸 
ROGER RE DNA SURI. AER A EERE R, 立即 
HT UE, 7 RS Ae A se - A E 
切 下 包含 二 聚 休 的 12 个 核 背 酸 单 链 DNA 片断 。 

ARE BRAY DNA 片断 的 长 短 ,可 以 分 为 “ 短 补 于 收复 "(short-Pateh repuir) 和 “长 补丁 
修复 "(1ong-patch repair), AP 99% 的 切除 收复 为 短 补丁 修复 ， 切 涂 的 DNA - - 般 不 越过 
30 个 核 篆 酸 , 其 中 包括 一 次 切除 的 12 ARER, AFELA 为 长 补丁 收复 , 切除 的 DNA 大 
多 在 1500 核 背 酸 左右 ,少数 可 达 9 000 RERE. SUA BRUM BAS RH 
的 ， 在 长 补丁 修复 过 程 中 可能 还 有 别 的 因子 参与 ， 然 而 人 们 对 这 种 因子 还 不 清楚 。 但 人 们 相 
信 , 短 补 于 修复 是 细菌 细 臣 的 组 成 型 功能 ,而 长 补 于 修复 是 DNA 损伤 所 诱导 出 来 的 功能 。 

许多 生物 中 都 有 收复 内 切 酶 。 大 肠 杆菌 , 微 球 菌 、 酵 母 菌 以 及 许多 哺乳 动物 的 细 胸中 的 
Uvr 为 切 酶 帮 已 作 过 详细 的 研究 。 纲 菌 中 的 修复 夫 切 苹 还 能 修复 嵌 菌 居 的 紫外 线 损伤 。 某 些 
RHKREAE CREAR IERA MAITERA Tt 

患 有 干 皮 性 色素 沉着 (zeroderma pigmentosum) Kyi A BEH T A R RA BR BE 
编码 的 基因 发 生 罕 谈 而 缺乏 切除 修复 的 能 力 。 这 种 房 人 在 阳光 下 就 会 发 企 皮 睦 损 伤 甚至 出 现 
几 种 皮肤 瘤 。 

3. 重组 修复 ”上 面 我 们 已 经 讲 过 了 Uvr 系统 ， 当 然 ，Uvr 系统 中 任何 一 个 基因 突变 体 
对 于 紫外 线 都 要 比 野 生 再 细菌 敏感 得 多 ,其 中 uord- EE 4-8). RM, AF word, P 
均 使 一 个 细胞 死亡 的 紫外 线 剂量 能 在 细胞 内 产生 300 A MARE, Dem EBA Gee 
怀 都 没有 被 切除 :而 我 们 又 假定 (事实 也 证 明了 ) 没 有 被 修复 的 一 个 二 素 体 就 足以 使 细胞 死亡 。 
因 衣 ,在 正常 细胞 中 ,除了 Uvr 系统 外 ,必定 还 有 其 他 
修复 系统 以 不 同 的 途径 济 除 胸 腺 喧 喧 二 到 体 的 后 困 。 
ANEA, MEER GEBAND TERE recA 发 
ERN, WA FR REMSOR E 4-8)。 因 此 recA 
基因 必定 是 作为 另 一 种 修复 系统 的 成 员 而 起 作用 ; 而 
且 在 reca A, 二 聚 休 的 切除 能 正常 地 进行 ， 所 以 
red 所 参与 的 修复 机 制 与 切除 修复 完全 不 同 。 从 图 
4-8 可 以 看 出 , rec4- WEF RSPR Ub werd” 更 为 敏 
” 感 ,表明 Rec 修复 系统 出 切除 修复 系统 更 为 有 将。 通过 


“uv mt (J mm- 双 突 变 wor Aroc A” YTS HE AT E A 
图 4-8 MER uwd red E 立 的 修复 系统 的 存在 , HAR R Eik urA recA 对 
了 .col HEBER 紫外 线 的 敏感 程 度 比 任何 一 个 单 突变 性 awr4- 或 


recA- 都 要 高 。 在 wwr4-recA- 双 突变 体 中 , 相 起 细胞 天 亡 的 先 腺 遍 院 二 紊 体 数 大 约 为 1。 现 
已 知道 ,Uv 系统 负责 切除 大 量 的 胸腺 喀 院 二 聚 体 , 而 了 ec 系统 则 负责 消除 那些 没有 被 切除 
的 二 率 体 可 能 造成 的 可 怕 的 后 果 。 

FTA, MEER RAAE Pol OMAK LUT RAM RA AKER 
应 ， 使 细胞 耗费 了 大 量 的 dATP 前 体 而 没有 PNA 的 合成 ， 其 终 导致 细胞 的 死亡 。 然 而 在 
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tee HAMNER wert 或 uor), DNA SUVA ARAB ARAMA, BRERA 
是 很 大 ,造成 Reo 系统 本 身 的 损伤 。 细胞 中 有 两 种 途径 可 以 使 DNA 复制 继续 进行 ,一 种 是 
PATRE th (postdimer initiation) HEAP RARE HARRI REA 
Ai (transdimer synthesis), H SOS PH RAH. XF SOS 修复 系统 , 我 们 将 在 下 一 个 修 
复 机 制 中 讲述 。 

重组 修复 系统 中 ，DNA AEAEE RER KARE 5 秒 钟 大 右 ， 而 在 二 聚 体 的 
后 面 ( 即 顺 流 方向 ) 艾 晶 一 种 未 知 的 各 制 起 始 DNA 的 复制 ,这 种 起 始 很 可 能 是 不 需要 引发 的 。 
这 样 ,在 合成 的 子 链 上 ,就 有 许多 大 的 缺口 ,模板 链 上 有 一 个 二 唆 体 ， 子 链 上 就 有 一 个 缺口 ( 辐 
4-9)。 这 样 的 DNA 分 子 不 经 收复， 是 不 可 能 再 么 制 下 去 的 。 因 为 再 复制 下 去 只 能 产生 短 的 
DNA 片断 。 然 而 通过 姐妹 链 交 换 的 机 制 ,就 能 产生 一 条 完 束 的 DNA 链 , 以 便 作 为 下 一 轮 复 
制 的 模板 (图 4-10) 。 明 然 原来 的 二 情 体 依然 存在 , 但 细胞 却 完成 ( 效 强 完成 ) 这 一 轮 复制 。 留 
下 的 二 素 体 可 能 被 其 他 修复 机 制 所 尖 除 ;或 者 虽然 没有 去 除 , 但 随 着 细胞 分 裂 的 进行 ， 这 种 拒 
伤 的 DNA 首 细 胞 群体 中 逐渐 地 被 “ 黎 群 ”。 


2 

pe —_ = a 了 
et LJ Lo Aenean Paras LĒ 

Tet CC Fi - p 3 


Hts 二 紊 体 后 起 始 的 复制 与 子 链 中 的 热 囊 


T a, v a 
— 一 一 


ss TE 


图 4-10 RAH S R e AB 


CL) DNA 4-83 a Bit b BESA— TREN RTS Bly 

(I) BEOREREM UE, Rik PeROMT ea’ Bb’, 

(IL) a’ ,a RRA, MA a LE a! 链 上 所 航 少 的 一 段 ,。 夫 DN 1 ERR ER 
al Gh, EPR, a BRASH RR, 

CV) a 链 上 的 缺口 由 Poll 和 DNA ERMINE, b 链 可 久 接 同 尽 的 方式 进行 修复 。 
IEAA bi RRS NITE, WERE U DNARAR Tabet 
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图 4-10 RO RAR LNA RT LR. ORE LTS 
ASRS Tee GE ALBIN ON a fe E 

重组 修复 是 非常 重要 的 修复 机 制 ， 它 厅 必 像 切除 修复 那样 需要 等 待 很 入 ( 儿 个 小 时 ) 纪 胞 
DNA 才能 复制 ， 而 是 先 复制 再 修复 ， 国 而 重组 修复 又 称 为 复制 后 修复 (postrep!icational 
rebair)。 重 组 修复 还 能 修复 某 些 不 能 为 切除 修复 亡 去 除 的 损伤 。 例 旭 有 些 温 伤害 不 引起 
DNA 双 螺旋 的 变形 , PALMAR. CSP RAT Re, 但 是 还 不 知 
道 动 物 细胞 中 是 凑 也 有 有 午 组 修 贷 。 重 组 修复 所 涉及 的 基因 大 多 是 细胞 内 下 党 的 遗传 重组 历 需 
的 基因 ,但 也 有 些 基因 的 突变 内 影响 其 中 一 个 过 程 ,因此 重组 修复 和 正常 的 直 传 重组 并 不 是 罕 
全 一 至 的 。 窑 这 个 系统 中 ， 最 关键 的 基因 是 red, Rea 具有 能 化 DNA ATLAS 
联 和 交换 单 链 的 功能 。 这 对 于 正常 的 坦 传 重组 和 重 纽 修复 都 是 必 不 吾 少 的 。 这 两 种 系统 还 需 
要 reoBCD 基因 , ReoB,Rec0 和 ReoD 号 外 切 核酸 酶 V 的 亚 基 。 谈 酶 的 活性 还 受 roo RH 
其 他 组 务 的 控制 ， 在 res 突变 体 中 ， 该 酶 则 不 受 约 京 ， 下 现 出 各 菲 的 行为 即 降解 大 其 的 
DNA。 基 因 rec? J, KE 的 福 质 和 功能 都 还 不 清楚 。 

HAMM EET RRL AR, SE. EM eT 
TERRE- ARRIM RRRA TEA Ue BORD SS Te 
RAN ETE OR. BBA HEE RecA 这 一 特别 的 蛋 自 质 ， 
它 不 但 有 重组 活性 。 而 且 还 有 单 链 DNA 结合 活性 以 及 由 此 产生 的 慌 魏 酶 活性 。 正 是 这 种 疏 
白 酶 活性 诱发 了 许多 基因 特别 是 修复 系统 基因 的 卖 达 ,其 中 包括 切除 修复 系统 ,重组 修复 系统 
和 下 面 要 讲 的 SOS 修筑 系统 。 

4. BOSHA SOS 修复 是 一 种 雳 路 系统 ， 它 多 许 新 生 的 DNA BRAKET RR 
证 生长 ,其 代价 是 保 真 度 的 被 大 降低 ,这 是 一 个 错误 潜 获 的 过 程 。 有 时 尽管 合 成 了 一 条 和 亲本 
一 样 长 的 DNA 链 ,但 常常 是 没有 功能 的 。 其 原则 是 ;丧失 某 些 信息 而 活 存 总 比 死 亡 好 一 些 。 
SOS 修复 的 机制 至 今 还 没有 透彻 地 理解 ,但 据 认 为 是 SOS tk RATE RI, M 
使 来 合作 用 能 够 向 前 越过 二 来 体 (超越 二 琅 体 合成 ) ,而 不 管 二 聚 体 处 双 螺 旋 结 构 的 变形 。 

当 SOS 修复 系统 被 活化 以 后 , 校对 系统 就 大 大 地 这 完了 识别 双 螺 旋 结 冤 变 形 的 能 力 , 从 
eT LEAR SNE, TU AE. RL] A 
置 上 。 关 于 SOS AR — ERE HER ob AERA LE BG 
BERE. LE REIN ESE ASE) PRE wy LUA Be E EP ES 
BASEN MEE. EP RURENER, CIERRA IER Pee 
FRET BAG. FE AAR ag YL ES RT Re RAE AK, 
AMAT ASMA RES. METK, SOS eM RENTS ARE BR ER 
He BOS 系统 可 能 以 某 种 方式 对 Poll 进行 修饰 。 如 改变 某 一 个 负责 校对 功能 的 亚 基 。 基 
FA umut 的 产物 可 能 是 这 个 错误 潜伏 的 修复 系统 的 午 要 组 分 ， 因 为 ume 的 突变 使 898 的 
PSE ER. 

80S 修复 (或 许 还 在 重组 修 复 ) 与 切除 修复 不 同 ， 切 除 修复 系统 的 酶 在 正常 绥 跑 中 就 已 存 
在 ;而 SOS 系统 的 酶 只 到 细胞 受到 损伤 时 才 出 现 。 这 西 以 从 这 样 的 一 个 实验 得 到 证 明 ， 尝 外 
SALA E.coli MEA AL MY He coli 更 能 支持 紫外 线 照 射 过 的 METRE E 全 
1), XH, Mat UV wig UV-vesctivation Re W 复活 (为 了 纪念 这 一 现象 的 发 更 者 
Jean Weigle)。 流 个 现象 显然 率 涉 到 一 种 修复 过 程 ,而 且 只 有 当 细 胞 是 recAt EARN R 


"ajde ` 


而 它 并 不 需要 Gor 基因。 纲 在 认为 ， 这 种 现象 就 是 因为 S09 REM ESRI 


Hint, SOS 系统 就 被 开启 。 

SOS BRR, RPSL MER, HRM 
recA 基因 和 few4 基 因 ( 即 对 紫外 线 抗 性 基因 )。 在 正常 细 
胞 内 ,SOS 系统 是 关闭 的 。 生 物 在 长 期 进化 过 程 中 ， 已 
经 有 了 优良 的 个 对 荔 能 以 在 复制 中 保持 极 高 的 准确 性 ， 
因此 必须 使 BOS 这 个 错误 潜伏 的 复制 过 程 关闭 。 这 个 
作用 是 通过 lesd 基因 产物 而 实现 的 。 LexA 和 蛋白 是 一 
种 阴道 蛋白 ， 结 合 王 808 系 统 中 各 基因 的 操作 了 予 
(operator) E, 使 得 这 些 基 因 没 有 活性 ,很 少 产生 转录 产 
物 ,从 转录 水 平 上 控 山 了 这 些 基 因 。 表 说 "eco4 基因 ， 它 
的 产物 有 三 种 主要 的 生物 化 学 活性 ,一 是 重组 活性 :二 是 


BAEHR ND 


a 
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` 
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单 链 DNA 结合 滔 狂 } 三 是 蛋 占 酶 活性 。 在 细胞 内 , DNA 合成 正常 进行 时 ，ReoA HAE 
FERREE. AUH DNA 合成 受到 阻 得 时 ,一 部 分 已 经 存在 于 细胞 中 的 Red BAR 
软 塞 成 有 活性 的 蛋 自 醚 。 这 种 活化 作用 需要 单 链 DNA, 很 可 能 与 RoA 蛋白 结合 ， 因 为 
Rech 蛋白 有 单 链 DNA 结合 活性 。ReoA 蛋白 降 活 性 仅 作用 于 少数 特定 的 蛋白 叶 ，LexA 蛋 
所 就 是 其 中 之 一 。LexA 蛋白 被 水 解 成 两 个 片断 ,就 不 再 阻止 SOS 的 基因 的 转录 ,因而 就 开启 
T SOS 系统 。 当 修复 完成 时 ,DNA 合成 转 入 正常 ,ReoA 蛋白 又 失去 了 蛋白 酶 活性 ,LexA E 
髓 又 得 以 控制 808 系统 的 基因 的 转录 ， 从 而 使 SOS 系统 处 于 关闭 状态 。8OS BRAK FT 


图 4-12。 
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图 4-12 SOS GAJE 
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BOS EHRE SOS 反应 (8OS response) 的 一 部 分 。 组 昔 在 UV, ea CD 
必用 下 ,造成 了 DNA A. MAMAT DNA eH. EXAM, 细胞 就 会 产生 一 系 
到 的 表 型 变化 ,包括 对 损伤 DNA 的 修复 能 力 迅 速 增强 , 诱 变 率 的 提高 ， 细胞 分 裂 停 下 以 及 入 
RAE SERS, BRM SOS 反 应。 不 单 造成 DNA 损伤 的 因素 可 以 引起 
BOS 反应 ,其 他 凡 能 抑制 DNA ARAR WREE RR, WMA DNA SEE H H 
TEREK dag 基 困 的 突变 等 , 均 能 触发 BO8 及 应 。 

上 面 已 经 涪 到 ，RecA 在 SOS 反应 中 起 着 核心 作用 。*ec4 基因 长 1059 bp, tty 353 个 
HER, 分 子 量 40 KDa。 关 于 RecA 的 蛋白 酝 活 性 的 产生 机 制 食 不 清楚 ， 只 是 体外 试验 时 ， 
RecA 需要 在 单 链 DNA 存在 时 才 表 钢 出 蛋白 足 活 性 。 很 可 能 是 由 于 RecA 与 单 链 DNA 结 
合 后 产生 分 子 内 变 移 ， 产 生 蛋 委 酶 活性 。 这 并 不 排除 在 体内 包子 损伤 DNA 而 产生 的 某 种 小 
分 子 中 间 物 激活 了 RecA 的 机 人 制 。 不 管 存 在 入 人 么 机 制 ,这 种 激活 作用 非常 之 快 , 罕 DNA 受伤 
后 航 儿 分 钟 内 就 会 井 现 SOS 反应 。 

Recd 的 蛋白 酶 湛 性 是 一 种 特异 的 内 耽 痊 ,只 作用 于 少数 儿 种 蛋白 质 的 再 氨 酸 -甘氨酸 之 
AK, BR, HE colt 中 ,除了 LexA BAUS, 还 有 A MARA, 
当 LexA 基因 发 生 突 变 , 使 Ala-Gly 变 为 Ala~Asp 时 , 就 不 能 诱发 898 反应 。 能 被 RecA 
悚 由 酶 活 竹 水 解 的 有 限 几 种 蛋白 质 除 了 Ala-Gly 序列 外 ， 其 他 部 位 的 氨基 酸 序 列 并 无 同 源 
HES AIEEE A AlaGly 的 所 有 蛋白 质 都 能 成 为 RecA MUR. WETA, RR Se ae 
物 可 能 起 重要 作用 。 

LezA 和 蛋 身 是 一 种 阻 遏 蛋白, 分子量 22KDa, 由 erd 基因 编码 。 在 正常 细胞 内 Lora E 
白 非常 稳定 ,控制 着 许多 操纵 元 的 天 达 , 特 别 是 各 修复 系统 的 基因 。 通 过 操纵 元 融合 《operon 
fusion) 试 验 ,已 发 现 受 LexA RWLA recA, lend, worAwwrB,wmwC, himd 等 这 个 
法 因 , 它 们 统称 为 Qin 基因 (damage inducible genes) ,又 称 将 SOS EA. DHEA TD AW 
基因 只 在 DNA 复制 受到 抑制 时 才 宸 这 ;有 时 在 正常 细胞 中 就 有 低 水 平 的 表达 , 而 在 DNA 受 
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图 4-13 ch LexA IY E.coli SOS 基因 构成 一 个 调控 元 。 
9146 。 


到 损伤 时 考 达 量 急剧 增加 。 例 如 ，w2x 了 3 基因, 它 是 切除 修复 系统 的 成 上 之 一 ， BABAR 
APARE LexA 的 控制 , 另 一 个 受 LexA 的 控制 。 当 LexA 被 ReoA ERR, BITE 
动 子 均 能 发 起 worB 基因 的 转录 。 由 LexA 所 控制 的 8O8 基因 构成 了 E coh 中 最 大 的 调 
控 元 (图 4-13)。 

所 有 SOS 基因 的 操作 子 都 含有 20bp 的 LexA ARR By S08 框 (305 box), SOF 


框 的 一 致 序列 是 ACTGTATATN CATNGAGGA ， 它 只 有 一 定 的 对 称 性 ,其 中 底下 带 虚 的 


八 个 位 置 绝对 保守 。 与 大 多 数 的 操作 子 一 样 , SOS 框 与 各 自 的 启动 子 序 列 相 重 到 ,few4 基因 
受 其 产物 LexA EU, 称 为 自身 负 向 控制 ， 因 为 feed 基因 具有 前 后 相连 的 两 个 SOF 
框 。 在 正常 细胞 内 ， 由 于 LexA RAM ASME BAKE. 其 产物 
Loxa 者 自 是 以 占据 网 胞 内 所 有 SOS HE, MIB at RAE SOS RRA. HA DNA 
复制 受阻 时 , 某 种 信 呈 激活 了 RecA RARR AMET Lex4A (这 一 过 程 非常 迅速 ), 使 SOF 
系统 的 各 个 基因 的 表达 水 平 迅 速 提高 特别 是 ReeA 基因 表达 增加 鹤 快 ,在 大 肠 杆 万 的 对 数 生 
长 期 每 个 细胞 大 约 有 2000~5 000 个 RecA 分 子 , 面 在 引起 DNA 损伤 的 处 理 之 后 (如 紫外 
RARER C, AENEA), 迅速 增加 到 150 000 FAT, ARS Red 的 多 方面 功能 有 
关 。 值 得 一 说 的 是 ?ew4 基因 的 表达 亦 大 量 增加 , 乍 看 想来 有 些 费 解 。 因 为 8O8 RARR 
就 是 要 水 解 掉 LexA。 当 然 豪 无 疑问 , 在 SOS 系统 的 激活 过 程 中 , 大 量 表达 的 LexA 注定 要 
被 RecA 降解 控 。 然 而 细胞 一 旦 度 过 了 DA 复制 受阻 的 难关 , 划 RecA MEARE RH 
WA, 面 大 量 产生 的 Lex 又 立即 占领 所 有 SOS 框 ， 从 而 迅速 关闭 了 BOS 系统 。 因 为 808 
收复 过 程 是 一 个 错误 法 伏 的 过 程 ， 记 久 细 胞 不 到 万 不 得 已 是 不 会 启动 这 一 系统 的 。 这 也 就 解 
天 了 为 什么 SOS 反应 可 以 迅速 赣 转 。 

当 RecA 药 蛋 请 栈 活性 作用 于 A 噬菌体 的 Cl RAAN, BART A BD 
期 ,使 之 进入 裂解 周期 。 这 一 作用 并 不 是 细胞 的 功能 ,而 是 A 噬菌体 的 本 能 到 应， ET Le 
宇 自 己 已 遇 到 了 赂 烦 , 还 是 “ 走 为 上 计 " 一 一 进入 裂解 周期 ,产生 更 多 的 后 代 隆 菌 体 。 

5. RL ORRBREEL A MTA REA AUR, 其 基因 4enF 的 产 
HUONG. DINE AP AURRE. HR BL Sas 
机 制 基本 往 同 。 

上 面 所 述 的 五 种 修复 机 制 中 ,从 能 量 来 源 方面 来 说 ,只 有 光复 滞 利 用 光 能 ,其 余 利 用 ATP 
水 佣 记 释放 的 能 量 。 光 复活 ,切除 修复 和 二 康 体 浩 基 族 修 复 痢 是 修复 模板 链 , 重 组 修复 是 形成 
一 条 新 的 模板 链 , BOS PRACT, SOS 修复 是 唯一 导致 实况 的 修复 ， 而 其 余 的 
修复 机 制 是 将 损伤 的 DNA 核 复 到 损伤 前 的 状态 或 者 是 产生 与 亲本 相 邮 的 子 代 DNA, 

最 后 人 们 可 能 会 有 一 个 疑问 , 颗 然 紫外 线 并 不 是 大 多 数 细胞 经 常 碰 到 的 因素 ,那么 为 什么 
生物 细胞 中 有 一 系列 修复 紫外 线 损伤 的 修复 系统 呢 ? 细胞 的 性 质 总 是 反映 古代 的 状况 。 当 生 
命 从 原始 海洋 中 出 现时 ,地 球 周 围 还 没有 臭氧 层 , 高 遂 量 的 紫外 线 源源 不 断 到 达 地 球 表面 ， 生 
篇 有 机 体 就 必须 有 能 够 修复 紫外 线 损伤 的 机 制 ， 否 则 就 会 被 淘汰 。 这 些 修 复 宙 制 不 但 能 修复 
紧 外 线 损伤 ,而 且 能 修复 其 他 因素 押 造 成 的 损伤 ,如 切除 修复 宙 制 就 是 如 此 。 

四 、 其 他 损伤 类 型 及 其 修复 

1. aR AMR EDNA 分子 中 ， eee Ts DNA 复制 时 渗入 以 外 ， 胞 喀 喧 也 
SE RRP EE. LL ER. IS, 还 有 些 其 他 的 
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RAWEDS AT DNA 链 中 ,例如 3- PERR, 6- Sf -5,6- CARRER, 24-20 
基 -6- 关 -5-N- 甲 基 中 本 亚 氨 吵 啶 ， 喀 院 二 育 体 等 。 对 于 这 些 非 标准 碱 基 ( 图 4-14))， 均 已 
发 现 其 相应 的 DNA AER elycosylases) 。 
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图 4-14 GURU PA PAE EME 
C1) RRB, (2) KO, G) RR, (4) 2, RE 
-6- S-N- FE, (5) 6- 2-5,6- RSE 
(6) BOR EGE Be ee 

DNA 精益 酶 广泛 存在 于 几乎 所 有 的 生物 体内 。 根据 它们 是 否 具有 内 在 的 AP AIS 
性 ,可 以 将 DNA BPM Cb PTAs. RAE RE AP py TRE UE , So ROE EE, ok 
WRENS, 3- FRA ARIS BH ate, FRIES, RRA AA ZEW AP A 
Tek ERE RE ok Se 

DNA WEBER REM TERETE THEE, TRO I RA ee MEE 
长 状况 很 差 。DNA SALE ER BL, MA RTE AE BS pE EA E A E 
辐 。 但 是 ,在 第 -类 DNA BERRIES RT AP AURAR AR 
过 DNA MAMARA HRR FANE). 

2 AHAA DNA PRAE HERE AEE STR 
定性 低 于 -RNA。DNA ASER RARE STIR Tk — RE, (REM BRERA BOK 
Ho XN BA RM HEA (depurination), EESE Fs ARR de Bes x 10-7 
Ha, TT PT ea BG 20 倍 。 在 实验 室 中 可 以 用 降低 PE 和 提高 温度 的 办 法 促进 
HREH, EREK in ZER ZS (CH,0HiS0,0H.CHs) ,氮气 之 一 甲 基 - 二 (8- 所 


ZD aA (OF NC GP GH en)» AAEM ER CRE BLIR SG HRP FSB 7 ILC: ERENER X 


PREFERATE 9 NP, AT RE RR ER 
A A hp AR ER AN, W AP 内 切 醇 。 它 不 但 负责 赵 复 去 
胡 叭 作用 造成 的 损伤 ， 而 县 也 负责 修复 DNA 中 的 尿 团 哇 和 次 黄 嗓 险 等 。 因 而 这 一 修复 过 程 
是 N- 糖 基 酶 修复 系统 的 收复 过 程 的 一 部 分 。4P 内 切 酶 实际 上 应 称 为 无 碱 基 内 切 艇 ， 它 能 
FESPA FOE) 8” -R 3 Be 
AUB — PE ERRERA AP AA. AREA, AEA 
» 148 。 


入 峰 (insertaso)。 目 前 只 发 现 一 种 嗓 叭 磊 基 播 入 了 酶 , TRALEE AR. MEAE 
ABH SERA, REAP Re DNA 上 的 AP 位 点 ， 而 不 能 作用 于 单 链 DNA 上 的 
AP 位 点 ; 揪 入 的 厌 叭 大 基 严格 遵循 破 基 互补 的 规则 , 即 根据 互补 链 十 窗 啶 碱 基 状 况 , 在 AP 位 
点 上 插入 A 或 Gy 对 于 无 时 啶 位 点 不 起 作用 ; 晨 叭 碱 其 的 供 体 可 以 是 自由 的 呆 叭 碱 基 ， 也 可 
DL SBR, 而 不 可 以 是 非 陪 氧 的 哇 叭 核 背 。 人 的 嗓 岭 碘 基 捅 入 酶 不 能 利用 dATP 和 
dGTP, 而 Pto 的 酶 可 以 利用 这 两 种 脱氧 核 背 三 磷酸 。 这 种 酶 在 形成 各 些 链 时 无 疑 是 需要 
能 其 的 ,但 能 量 的 来 源 至 今 仍然 是 个 迹 。 至 少 蚌 人 类 了 明 叭 态 基 揪 入 了 不 需 代 任何 富 能 秆 因子 。 
RAR, DNA 双 螺 旋 的 碱 基 再 配对 和 和 碳 基 堆 集 作 用 是 自由 能 的 求 源 之 一 。 

碱 基 插 入 酶 的 生物 学 意义 仍然 不 清楚 。 有 人 认为 它 为 修复 AP 位 点 提供 了 一 条 更 为 迅 
捷 的 途径 ,这 一 途径 当 AP 内 切 酶 基因 突变 时 就 更 为 重要 。 还 有 人 认为 , REMAR DNA 
糖 基 磁 相互 配合 ,迅速 实现 某 些 DNA 序列 上 的 修饰 碱 基 向 非 修饰 奏 基 转变 ,可 能 在 触发 某 些 
发 育 和 调节 机 制 中 起 重要 作用 。 

3， 壳 基 化 损伤 前 个 复 ”许多 煤 基 化 试 莉 〈 如 亚 确 基 胺 类 利 亚 梢 基 肛 类) 都 能 将 DNA 中 
Bis DE BE OS ea, 除 R- 和 N- ah IRATE 0-6 位 置 上 烷 基 化 久 及 
在 磅 酸 骨 架 上 出 现 烷 基 化 。 这 后 两 种 烷 基 化 能 够 被 一 种 叫做 O°- 甲 基 鸟 喇叭 中 基 转 移 酶 (04- 
methylguanine methylizansferase) #8. Bi ade WAPAD. HIE 354 个 氨基 
MAN, ATEX 30KDa, Ada BA PRR SIEM 0* 位 上 的 甲 基 , 而 且 可 以 去 除 甲 基 
BRIE FR. REM PEA MASTER Oysa 和 Oys ARAB RR 
HE. Ri, CRP EE, AR AT 
为 。 这 样 ,从 DNA 分 子 上 每 除去 一 个 甲 其 就 要 消 新 一 个 新 的 酶 分 子 。 

大 们 还 发 现 了 大 肠 杆 菌 对 子 烷 基 化 试剂 有 一 种 适应 性 反应 (ode 基因 便 由 此 得 名 )。 例 如 ， 
将 大 肠 杆菌 先 与 相对 来 说 * 光 害 " 的 低 浓 赚 焉 硝 基 及 接 触 ， 而 后 则 能 抵抗 浓度 高 出 上 百 信 的 这 
种 突 记 剂 。 与 此 同时 ,细胞 内 O° 甲 基 岛 坚 零 甲 基 转 移 酶 和 烧 基 化 DNA PEMA SR 
加 。 而 ade 基因 的 突 并 则 阻碍 了 这 种 诱导 作用 。 可 见 ada 基因 产物 不 但 作为 修复 烷 基 化 的 
E THPS BRA, DNA 糖 基 醇 基 因 的 诱导 物 。 更 确切 地 说 , 当 0%- PA R 

起 转移 酶 热带 了 甲 大 之 后 就 变 为 话 导 物 。 这 一 诱导 物 共 诱 导 四 个 基因 : ade, akd, alkB, 
aid BH ada fl olkB 组 成 一 个 操纵 元 。e 大 4 基因 编码 烷 基 化 DNA 糖 基 酶 (曾经 叫做 3- 
LIRR -DNA WAR 工 ) ,该 酶 能 除去 8- EIR, 3- AE BR, OF Fe a 
BE, O2- FA ae Ay BR me eet hE, ol 基因 产物 负责 细胞 毒素 损伤 的 DNA 的 切除 侯 
Ho aidB 基因 的 功能 尚 不 清楚 。 上 述 四 个 基因 在 其 RNA 聚合 酶 结合 位 点 的 上 游 都 有 诱导 
物 的 结合 位 点 ,其 一 致 序列 为 AAANNAAAGCGOA。 

4， 链 的 断奶“ 许多 因素 能 产生 链 的 断裂， 如 过 氧化 移 ， 性 基 化 合 物 ， 某 些 金属 离子 以及 
DNAase 等 。 记 离 辐射 具有 强烈 的 链 断 裂 作用 ， 这 是 通过 辑 射 粒子 的 直 护 作用 和 间接 作用 造 
成 的 。 所 谓 间接 作用 就 是 回 射 粒子 在 体内 产生 次 级 高 能 电子 和 自由 基 (如 OH H, HO; 
等 ;然后 作用 于 DNA 而 产生 链 的 断裂 。 如 果 是 一 外 双 链 同时 断裂 , 则 很 少 有 修复 的 可 能 。 修 
复方 式 可 能 主要 依赖 于 切除 修复 。 

5. RR MCHA CUBE CO) 和 某 些 试剂 (如 亚 硝 酸 ) 能 引起 链 内 碱 基 交 联 和 链 
阅 碱 基 交 联 ， 这 就 引起 了 双 螺 旋 变 形 和 阻碍 复制 时 双 链 妆 分 离 。 这 种 损伤 也 主要 恢 琢 于 切 歼 
修复 。 

“~ {d9 


在 DNA 的 各 种 待 修复 的 似 陷 中 , 值 每 诈 意 的 是 楷 人 外 线 所 引起 的 胸 珠 嘱 院 二 聚 体 , 其 绝 大 
部 分 是 可 以 被 外 复 的 。 细 胞 中, 胸 逐 院 二 聚 体 引起 细 隐 死亡 的 兴致 死 数量 为 数 笠 个 ,就 是 因 
为 其 绝 大 部 分 是 可 以 被 复制 的 ， 否则 的 话 ,只 需要 几 个 甚至 只 要 一 个 二 琴 体 就 是 以 使 细胞 下 
Te FERRET DA AK A DNA 的 方法 分 离 胸腺 喀 啶 二 聚 体 以 浏 定 收 复 状况 。“ 

. 上 面 讲 述 了 好 几 类 修复 系统 ， 似 乎 是 能 修复 一 切 损伤 。 然 而 实际 上 当 射 线 和 化 学 鞠 质 作 
用 时 ,细胞 大 批 死 亡 。 这 又 是 什么 原因 呢 ? 一 个 原因 是 DNA 产生 了 不 可 收复 的 改变 , 如 射线 
引起 DNA 双 链 在 同一 点 上 晰 改 ; 二 是 修复 系 绕 本 身受 到 损伤 ! 三 是 修筑 系统 被 侃 和 ,修复 不 
了 大 量 的 损伤 ;四 是 修复 结果 引 超 突变 , 因而 不 能 产生 有 活 任 前 对 细 乃 生存 所 必需 的 产物 。 

以 上 关于 DNA 修复 的 各 种 机 制 的 描述 仍然 是 硼 线 条 的 ， 只 涉及 DNA 修复 的 东 本 过 程 
及 主要 的 酶 和 蛋白质 因子 。 这 是 因为 目前 研究 的 DNA 损伤 大 多 数 是 山 射 线 以 及 煤化 剂 造 成 
指 。 实 际 上 体内 许多 生理 和 狂 理 过 程 以 及 代谢 产物 都 可 能 造成 DNA 的 损伤 。 然 而 对 于 这 类 
损伤 及 其 修复 机 制 还 基本 上 没有 进行 详细 的 厂 究 。 其 中 值得 注意 的 是 真 核 生物 蛋白 质 的 多 滩 
ADP 核糖 基 化 与 DNA 修复 的 关系 。 这 个 过 程 是 由 ADP 核糖 车 转移 酶 (4DPRT) 俱 化 进行 
的 。ADPRT 在 DNA 断裂 作用 的 惠 激 下 , 迅速 地 从 NAD+ 上 将 ADP REEERE Bee 
蛋白 上 , 其 中 包括 ADPRT 由 已 。 经 过 核 粮 基 化 的 蛋 和 白质 通 过 目前 尚未 知晓 的 途径 促进 DNA 
的 修复 。 有 人 认为 可 能 与 DNA 断裂 部 位 的 保护 有 关 , 有 人 认为 可 能 与 DNA ERW 工 的 激 
话 有 关 , 并 能 解除 组 蛋白 对 于 DNA SERENE 王 的 抑制 作用 CONA 连接 酶 下 主要 在 修复 过 程 
PEA). AML 可 ,Bergez 为 首 的 小 组 对 ADP RHR LALA EM, ADPRT 使 大 
量 的 核 蛋 白 产 生 ADP 核糖 基 化 ， 其 中 包括 组 蛋白 , ATRA TREN. BAB WIE E 
HEGRE T NAD Aih oy AAE A ee RR eee PRPP 反应 生成 RMN， 
NMN 再 与 ATP 反应 生成 NAD+, ix PRPP 和 ATP 的 贮备 也 急剧 下 降 。 在 DNA S i 
一 剖 中 我 们 曾经 讲述 到 PREP 和 ATP AAP RAAT SBR ATA A aR BY 
因此 细胞 内 册 种 前 往 分 于 浓度 也 急剧 减少 。N, Borger (1986) 的 实验 表明 ，DNA 的 损伤 使 
dGTP 合 量 迅速 下 降 。 这 将 严重 地 影响 DNA 的 修复 合成 。 因 此 ADPRT 可 能 介 导 了 DNA 
严重 损伤 情况 下 细胞 的 死亡 。 这 与 我 们 在 SOS 修复 机 制 中 所 述 的 根 设 完全 相反 。 在 SOS BD 
过 程 中 ,大 肠 杆 湖 细 胞 以 降低 DNA 合成 的 保 走 度 为 代价 换取 活命 的 机 会 ;而 这 里 细胞 则 宁 死 
不 届 。 其 差别 就 在 于 前 者 是 原核 生物 ,部 是 单 细胞 的 ,改变 了 DNA 组 成 则 能 更 好 地 适应 环境 ， 
并 通过 DNA 复制 抬 这 条 改变 固定 下 来 :而 后 者 是 多 细胞 的 走 核 生物 ,只 有 省 机 体 作为 整体 存 
在 时 才 有 意义 , 个 别 细胞 的 DNA 序列 政变 则 有 可 能 导致 细 胸 恶性 转化 。ADPRT 的 作用 恰 
BETHIERE DNA 修复 结果 被 复制 而 固定 下 来 。 


第 三 节 限制 与 修饰 '~* 


ove, RH-BWAR 
星 在 80 年 代 初 ,， Luria, Human, Bertani, Weigle 等 人 差不多 同时 发 现 了 限制 和 修饰 
(restriction and modification) 现 但 ,当时 他 们 称 为 寄主 控制 的 专 一 性 Chost-controlled 
specificlty)。 上 述 前 二 人 是 研究 T AAA, MRS ADEE A 和 P2 eR. Ja 
来 的 研究 才 听 , 噬 菌 体毛 表现 出 的 寄主 限制 得 修 希 作用 更 具有 代表 性 惠普 记 乌 。 为 了 叙述 前 
方便 , 我 们 先 看 ~' 个 实验 数据 ( 玫 全 2))， 然 后 就 很 容易 明 间 殷 制 作用 和 修饰 作 用 的 才 理 及 其 
150 +. 
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从 表 4-2 可 以 看 田 ， 从 三 种 不 同 的 .如 .coli 菌株 中 繁殖 出 来 的 噬菌体 的 后 代 〈 分 别 用 
Nr、hssho 表示 ) ,再 火 促 到 辐 样 菌株 ,接种 效率 都 是 1 即 100 名 ,这 是 不 难 理解 的 ,然而 如 果 接 
种 到 不 同 的 菌株 中 ， 和 情况 就 不 同 了 ; Ar 在 B 株 上 接种 效率 具有 107, 和 a 在 区 株 上 世 只 10 
do EE K 株 和 B 株 上 都 为 10 而 不 管 Xx 还 是 Xa 在 口 株 上 的 接种 效率 都 为 1。 夫 中 所 列 
仅 是 第 一 办 接种 效率 。 如 果 将 那些 万 分 之 一 (10”9) 幸存 者 的 后 代 哈 苗 体 再 接种 到 第 一 轮 同样 
AYE. colé 菌株 中 ,如 Ax > BB, PAM Ly 100%, 然而 ;如 果 将 万 分 之 一 率 存 者 的 后 代 
接种 到 祖 癸 咽 菌 休 的 寄主 菌株 中 ,如 Xx 一 B~> 久 ， 则 接种 效率 也 磺 为 107, 为 什么 ? 

KOK, B.colt KH B 株 都 各 自 食 有 一 种 限制 修饰 系统 , 其 限制 性 内 切 酶 能 将 外 来 的 入 
BEH DNA 切断。 每 一 种 内 切 酶 在 DNA 上 都 有 一 定 的 结合 位 点 。 当 菌株 本 身 的 DNA t 
含有 这 样 的 结合 位 点 时 ,出 该 苗 泊 的 甲 基 化 酶 就 在 这 些 识别 位 点 上 将 腺 曼 玲 甲 基 化 ,成 为 本 
讳 基 腺 晨 叭 或 者 将 胞 喀 喀 四 基 化 ;成 为 5- 围 基 胞 喀 院 。 这 样 , 限 制 性 UNREAD 
DNA KER AMAMA eA RAA A RB AE 
另 -种 大 肠 秆 菌 时 ， 绝 天 部 分 被 眼 制 酶 所 降解 ， 然而 有 极 少数 的 A T E 
基 化 酶 所 修饰 ,因而 不 再 受到 大 肠 杆 菌 的 区 制 酶 的 攻击 而 尝 存 下 来 ,这 些 地 存 者 的 后 代 因 为 有 
新 寄主 的 修饰 标记 而 铀 少 祖 代 寄主 的 修饰 标记 ,因此 内 能 感染 新 的 寄主 类 驱 , 而 不 再 能 感染 祖 
REE. MARIEN G 株 漫 有 限制 酶 ,因而 其 他 来 源 的 A 可 以 感染 0 株 , 而 0 株 来 源 的 和 不 
fem K PRA Be. RE ,细菌 储 动 主 限 制 - 修 怖 系统 ,就 能 区 别 自 己 DNA mht DNA, 

这 里 需要 指出 , 这 里 所 谓 自己 DNA 和 外 源 DNA 是 对 于 它 的 限制 -修饰 模式 而 言 ， 凡 是 
恨 制 -修饰 模式 相同 的 DNA 均 为 自己 DNA ,这 不 仅 包括 同 株 系 的 不 同 个 体 的 DNA, 而 且 还 包 
括 寄 生 于 这 些 苗 株 中 的 质粒 和 和 噬菌体。 事实 上 ,有 些 菌 株 的 细胞 染色 体 并 没有 限制 -修饰 系统 
的 基因 ,而 它 的 限制 修 包 系统 是 由 其 中 的 质粒 或 左 菌 体 的 基因 所 编码 的 ,也 就 是 说 ， 寄生 的 质 
粒 或 噬 茧 体 赋 于 寄主 以 限制 - 修 怖 系统 。 因 此 有 的 不 同 食 株 的 差别 不 在 于 细菌 本 身 , 而 在 它 质 
合 的 质粒 或 噬 苗 体 的 不 同 。 在 同一 个 细胞 内 的 不 同类 型 的 DNA ,包括 细胞 DNA ,质粒 DNA, 
Wek DNA 等 ， 都 具有 同样 限制 -修饰 模式 。 这 些 同一 细胞 中 的 不 同 DNA 可 统称 为 该 网 
胞 中 的 居民 DNA (resident DNA), 


二 、 限 制 - 修 饰 系统 


据 Kosalar A 1984 年 统计 ,全 世界 已 发 现 限制 酶 600 多 种 ， 其 中 绝 大 部 分 为 二 类 限制 
BANE RR ORA TEA 工 关 限制 -修饰 么 绕 。 根 据 限制 -修饰 系统 的 特 狂 ,可 以 分 


alle 


为 两 大 纪 , 第 一 大 组 为 二 类 限制 酶 (type 工 ), 它 与 相应 的 甲 基 化 隋 是 分 开 的 ;不凡 到 一 ae A 
子 。 在 重组 DNA 技术 和 生化 分 析 技 术 中 拷 常 用 的 限制 性 内 切 酶 均 为 二 类 限制 酶 。 第 二 大 
包括 一 类 限制 酶 和 三 类 限制 酶 (typel,type 下 ), 这 两 类 本 实际 上 应 该 称 为 类 修饰 - meen 
TESS SS BLA. EAT ERA REER FAES ERANA TP Bt, 
RERET PIAS ABs PE LE 4-3) 0 

起 4-3 细 蓝 中 三 种 不 同类 型 的 修饰 -限制 酶 


Take | IAS 
EAF | immense eMedia | 三 亚 基肥 功能 辽 
FARA peso | =a Bye! 
BHES ee BAA RARS 1000p, ERBA Fibas~ oobi 
A aS EA ponm z F meee 
限制 作用 是 否 需要 ATP 不 需要 3 OR RO 禹 


I SHENG RAS EE AMHRA, Pi BooRT 的 限制 酶 是 相同 亚 基 的 
ZR, WIREK PEERAA. I 类 酶 的 识别 位 点 一 般 为 4~6bp 的 过 文 序列 ， 
这 夭 对 称 狂 意 味 著 这 些 位 点 的 两 条 DNA 链 寺 均 有 可 被 甲 基 化 的 焉 基 。 实 际 存在 的 甲 其 化 状 
态 有 三 种 ， 全 甲 基 化 (两 条 链 上 都 有 甲 基 化 城 基 ), 半 甲 基 化 (只 有 一 条 钾 上 有 甲 基 化 碱 基 ), 韭 
甲 基 化 (识别 位 点 上 没有 甲 莽 化 碱 基 )。 全 甲 基 化 的 位 点 既 不 被 很 制 ! WE. TEP 
基 化 的 位 点 也 不 被 限制 ,但 可 以 被 修 欠 ;总 为 全 四 基 化 状态 。 非 甲 基 化 的 位 点 在 蛋 外 试验 中 鸣 
可 作 限 投 酶 的 请 物 ,又 可 作 甲 基 化 醇 的 底 物 ;但 在 体内 的 可 能 主要 以 限制 ( 即 被 限制 酶 切断 )。 
在 居民 DNA 上 , MRS. ME DNA 的 复制 , 产生 的 子 代 DNA 都 是 半 甲 基 化 的 8 
但 是 不 入, 在 复制 过 程 中 和 复制 结 东 后 的 短 时 间 内 就 完成 了 全 甲 基 化 过 程 。 而 外 源 DNA 的 命 
运 绝 大 儿 数 是 被 限制 ， 只 有 极 少 数 能 筑 过 限制 作用 而 被 修饰 。 二 类 限制 酶 的 切割 位 点 就 在 识 
别 位 点 内 或 其 附近 。 由 于 两 条 链 上 的 切口 位 置 不 同 。 可 以 有 粘性 末端 (sticky ends 或 
cohesive ends) 和平 齐 末 端 (blunt ends 或 flush ends)。 粘 性 来 器 可 以 是 57 烙 往 末端 ,也 可 
以 是 9 粘性 来 端 。 有 些 I 类 限制 酶 的 识别 位 点 的 序列 相同 ( 切 点 不 一 定 相同 ), SRR 为 
同位 酶 (isoschizomers); 有 些 工 类 限制 酶 的 作用 后 产生 的 DNA 粘性 未 端 相同 (识别 位 点 的 
序列 不 一 定 相同 ) ,这些 醒 称 为 同 必 栈 (isocandamers)。 大 多 数 工 类 限制 酶 具有 严格 的 岩 物 特 
异性 , 涡 要 二 倍 旋转 对 称 序列 , 即 迎 文 序 询 。 仁 也 有 少数 酶 能 作用 于 与 通 文 序列 相应 的 单 链 序 
闻 , 或 许 这 些 单 链 序列 之 间 能 形成 互补 结 冤 。 或 许 是 酶 页 的 作用 于 单 链 ,现在 还 不 完全 清楚 ,但 
是 ,这 种 作用 比 对 双 链 识别 位 点 的 作用 慢 得 多 。 拿 研究 较 多 的 WPI Haen 来 说 ,两 种 
EMULE 16 倍 。 也 有 人 研究 工 类 限制 酶 对 于 DNA-RNA 杂交 分 子 的 作用 ,有些 院 能 
作用 和 杂交 分 子 ,在 某 些 识别 序列 上 (不 考 屿 d 和 差别 ) 能 切断 DNA ,对 RNA 的 作用 是 杂 
物 的 ,而 且 所 带 醇 量 是 DNA 双 链 的 数 十 倍 之 多 ， 在 这 种 情况 下 很 难 排除 酶 制剂 中 混杂 有 
RNAase 的 可 能 性 。 

表 4-4 列 出 常用 的 识别 位 点 为 4 核 背 酸 对 和 6 核 背 酸 对 的 I 类 限制 酶 ,其 中 租 王 部 身段 
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i) BBL BP EAA BET ST CL) PR R L A a AMES, A 
Knal, Smal 以 及 Aval, PRATT AA AY EE E G A A A 
Mbol, Beli, BamHI, Bell, MARMARA RRM, & DNA 重组 带 来 很 大 的 方便 。 
例如 Bela 的 识别 位 点 为 AGATCT, BamHI ARAARA GGATCO, 但 它们 都 产生 相同 
的 类 性 宁 端 /GATOC， 因 而 这 两 个 酶 房产 生 的 DNA 片断 可 以 相互 连接 。 但 是 它们 产生 新 的 
序列 ,或 者 是 AGATCC, 或 者 是 GGATOT。 这 丙种 新 的 序列 既 不 能 为 BI 记 识 别 ,也 不 能 
为 BamBI PS BAHT Bot] 能 识别 这 醒 种 序列 。， 


Bed BAHT 类 限制 酶 的 识别 位 点 和 切 点 
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Yao anvi 
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Joou p 


ER BD BE aT 性 两 个 以 上 的 识别 位 点 
TRARRE, 可 以 用 BoeoK 和 EcoB 为 代表 。 它 们 的 眼 制 酶 利 甲 基 化 酶 各 作为 一 个 
WA PET RST H.M R 亚 基 有 M 亚 基 ,另外 撑 有 一 个 负责 酶 分 子 对 于 DNA 序列 二 特异 
MATINEE ES EE, RER, MEEN 8 亚 基 分 别 由 hed RhsdM hds 三 个 
基因 编码 ， 它 们 属于 加 一 个 操纵 元 。BeoKK 的 组 成 是 RMS. af BooB 来 说 ， 它 的 hsd 操纵 
+153 。 


TAM TEST, 其 顺序 是 pled R—pe—ksd M—hsd, WATS Pl P 82 es A 
立 的 , 82 启动 子 能 使 Mf HAN S BT Rk, BOR RARE BeoB H 
分 子 组 成 不 同 于 Rook 的 原因 。JEeoB 的 组 成 主要 是 RaMsSs,， 此 外 还 有 少量 的 不 其 限制 酶 
活性 的 甲 基 化 酶 ,其 组 成 是 MBS。 当 MS 形式 的 甲 荡 化 酶 在 贮存 期 间 可 以 出 现 MaS AMS 
开 式 ,但 是 这 可 能 并 不 代表 网 胞 内 状况 。BcoK 和 TeoB 的 亚 基 组 成 及 分 子 量 匈 类 4 5。 


5 工 类 酶 的 物理 性 质 
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i | IATA | 可 能 的 亚 基 组 成 $20, I me ER 
| j _ _ 
| R 135KDa | | { 
EcoK M 62KDa | EMS 12 i 450KDa 
56 52KDa J { 
| RsKps RMS lvl aSOK Caw t0 KDa 
Reo H M 60K Da us 6.6 [ 105KDa 
1 


| 555KDa 


me 


175KDa 


* 表示 细胞 内 的 主要 存在 形式 。 


AsdR 基因 突变 体 的 表现 型 为 了 -MT+ ， 即 对 DNA RERE, RIE. AdS 基因 突变 
体 的 表现 型 为 Mr-, 即 奴 不 能 限制 , WAR M. od AT 基因 的 突变 体 的 表 汤 型 亦 为 了 -NM-， 
可 见 M 焉 基 也 参与 REISE. MESH R WRN, RAW REA 
(fail-safe mechanism) $E M ÆRA ETATER RIM- 这 种 致死 的 表现 型 。 

AMAT Ecok M38 EcoB 酶 基因 互 为 等 位 基因 。 造 成 它们 识别 序列 不 同 的 原 革 
ETF S 亚 基 的 不 同 。 一 种 蔓 株 的 S PAW OMAR RO, M PEAR 
它们 新 的 位 点 识别 能 力 。 可 见识 别 步 骤 是 独立 于 后 来 的 限制 或 收 做 步 又。 了 ooB 和 EcoK WA 
别 位 点 均 由 两 段 构成 ,一 段 为 3bp, 另 一 段 为 4bp, 二 者 之 间 夹 着 一 定 距 离 的 任意 序列 。 EcoB 
的 识别 序列 是 TGA(N)sTGCT, Kook 的 识别 序列 是 4&AC(N)eGTGO。 HeoB 的 甲 基尼 位 点 
PAWE, HET Ns 任意 序列 两 倒 的 两 个 腺 嗓 叭 (位 于 两 条 链 上 ) , 面 EeoK 的 围攻 化 位 点 还 
不 完全 清楚 ,很 可 能 处 于 与 EcoB 甲 基 比 位 点 相似 的 位 置 ,可 以 肯定 的 是 其 甲 芝 化 碱 基 亦 为 腺 
EM SRE Boo 有 识别 序列 两 边 各 加 一 个 机 (这 两 个 企 意 碱 基 很 可 能 是 识别 所 必须 的 ), 热 后 

F435 BeoB 的 识别 席 判 对 应 起 来 ,会 发 现 它们 七 个 不 变 的 识别 序列 中 有 四 个 相同 ( 狙 实 线 处 》， 


EcoB，5TGRNNNNNNNNTEGCT 
ACT NNNNNNNNA*CG ASI 


EcoK, SNAA CNNNNNNGTGCN 
NIT CNNNNNNCACGNS4 

其 中 A* 为 EeoB H PRL, A 为 EeoK 的 可 能 的 甲 基 化 位 点 。 从 它们 识别 序列 长 度 
来 看 , 酶 分 子 肯 结合 于 DNA REEM. 

工 类 厂 与 其 识别 位 点 结合 以 后 , 便 根 据 该 位 点 的 甲 基 化 状况 决定 蕊 分 于 行使 哪 种 功能 , 或 
者 限制 ,或 者 修饰 ,或 者 隐 不 限制 又 不 修饰 (图 4-15)。 无 论 行 使 万 种 功能 , 酶 分 子 中 的 Mae 
必须 首先 和 辅 因子 S- 腺 音 甲 硫 气 酸 (84AM) 鱼 合 , 合 酶 分 于 变 构 而 外 于 活化 状态 ,以 便 与 识别 
位 虑 结合 。 这 就 是 M PRS MAMA. M ERM S 亚 基 的 突变 以 及 8AM RS 
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拉 影 月 到 酶 分 子 的 变 构 作用 ， 使 表现 型 汐 为 了 RM 。 这 就 是 上 面 所 说 的 万 一 保安 机 制 。 酶 - 
SAM 与 DNA 结合 后 接著 与 ATP RY, RSMAS AE, 则 ATP 的 存在 使 
机 -SAN 脱离 DNA， 如 有 果 结 合 位 点 攻 灶 甲 基 化 的 ， 则 非 纬 林 化 的 链 可 被 酶 -SAM 甲 基 化 , 同 
时 SAM 转变 为 B- gt BRAS (SAH, S-adenosyl~homocysteine), AERA LA 
不 需要 ATP, 但 在 ATP FEM RR. MRA SEE M, ATP 可 以 使 
HS) PB Oe TEST 2 BA HE, PRA SAM。 在 缺少 ATP 时 , 酶 可 将 非 电 基 化 的 
序列 甲 基 化 ,这 在 体外 用 EocK 已 得 到 证 明 。 这 一 次 变 构 作用 与 RERAX, RM 
DNA 时 ,需要 水 解 ATP, WAA MATR DNA, AARRE ARER, 


‘hee “E 


las S-MFPRAN 
(SAM) 


PLET t epek 1 eet + 


NA ~ DNA A DNA 
NNN CN CC YANA 
RAN SAMY BA 


-一 ATP --ATP ‘ -ATP 
nee = SAM 
She 
Cr ARABI 
+. + .| 


Roa RAR AA WRN 
* a 


image DNA + 
. ” ADP+Pi DNA Æ at k 


”图 4-15 IARE- an AH 


工 类 限制 磨 的 切割 位 点 相距 二 000 bp BE, DUD eA AER EK Pe Se 
冉 祝 的 ;有 些 序列 可 以 优先 被 切割 。 卫 此 要 鉴定 工 类 酶 的 识别 序列 就 不 能 采用 分 术 切 口 处 序列 
竟 办 法 ,而 只 能 通过 分 析 四 起 化 序列 以 及 分 析 病 碍 识别 的 DNA 突变 位 点 。T 类 酶 是 如 何 识 
别 其 切割 位 点 ? 目前 有 两 种 假说 。 一 种 是 酶 移动 假说 ， 即 酶 分 子 在 识别 位 点 结 含 以 后 ， 沿 次 
DNA 移动 ， 由 于 某 生 机制 在 切割 位 点 上 停 下 来 。 这 种 假说 的 证 据 较 少 。 面 第 二 种 企 说 是 
DNA 移动 假说 , 即 酶 分子 将 出 个 结合 位 点 ,分 别 与 识别 岸 列 上 的 册 邮 分 特异 性 的 破 基 相 结合 
Gn EooB 的 TGA+-TGCD) tS FRM ERMA. Ra ATR RH, BAS 
KBB RBS TA HRABE RR CATAL EEA, THR FE 
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种 尚 不 知晓 的 机 制 将 另 一 边 的 DNA 双 螺 旋 向 中 间 拉 过 来 ， 通过 分 子 上 不 再 销售 DNA 的 一 
个 结合 位 虚 的 失 查 ,一 直到 发 现 其 切割 位 点 为 止 ,将 DNA 的 一 条 能 切 骨 。 然 后 大 最 消耗 ATP ， 
PCL Se 70b 左右 的 等 聚 核 背 酸 片断 。 然 后 可 能 出 第 二 个 酶 分 子 将 DNA fh 33 — 2 BE 
断 。 其 过 程 见 图 4-16。 电 子 显微镜 已 观察 到 与 酶 结合 的 DNA 鸣 距 , 是 对 DNA 移 动 假 说 的 支持 。 


Dp 9 By C a 


Kee 
E 4-16 T Sa RIL AY DNA Baie 


E REZAT 70 年 代 来 大 肠 杆 菌 质 粒 Pl 各 P15 编码 的 EcoP1 和 Ecop15 以 及 志清 
型 流感 喀 血 杆菌 RE 中 的 Hint 均 为 0 ARB. TE 类 每 让 REER MS ERREA T at BF 
组 成 。R 亚 基 负 责 限制 反应, 而 MS We RS AR, Rs eae E Ro 
M+ EAW, M MS 基因 的 突变 ,如 发 生 在 负责 识别 的 区 域 , 刚 产 生 ROMO RAY, 如 果 发 人生 
在 负责 修饰 的 部 分 , 则 会 产生 RM 而 引起 致死 ,通过 比较 Pl A PIS 系统 的 hs@UB8 基因 
娃 构 ,负责 识别 功能 位 于 基因 的 中 部 ,BR 亚 基 分 子 量 106 000~110 000340, MS 亚 基 为 
73 000-~80 000 AK. 

DABSRM MAHAN BLP RE ATP 的 ,位 又 无 可 测 得 的 ATP 水 解 。 在 与 识 
别 位 点 结合 之 后 ,出 现 修饰 作用 和 限制 作用 的 竞争 。 栖 饰 作 用 在 识别 位 点 上 进行 ,这 与 MS 四 
车 同时 具有 修饰 和 识别 功能 是 一 致 的 。 限 制 切 点 出 现在 识 罚 位 点 的 一 个 24~26bp, 可 能 是 因 
为 该 酶 有 足够 的 大 小 能 同时 与 识别 位 点 和 急 害 位 点 结合 。 
， “了 类 酶 和 工 类 呼 一 样 ,也 是 在 腺 照 险 上 上 甲 基 化 , 凑 围 基 供 体 亦 汶 SAM。 Ai, EcoP1 和 
EcoP1s 的 识别 位 点 序列 中 痢 只 B~PRELAA BE, EooPl 的 识别 位 点 为 AGACO, 
EcoP15 为 QAGCAG。 paired HE eerie DNASE DERE A AY YP 
DNA 的 兴 保 留 复 制 , 一 个 子 代 DNA AT SS RB EE OP RDNA 
其 党 全 没有 有 甲 基 亿 ， 因 而 可 能 成 为 限制 和 修 杀 的 对 象 。 什 么 因素 淡定 这 个 序 汶 被 限制 还 是 被 
修 你 ,现在 还 不 清 楷 。 但 人 们 设想 ， IEE IERRA ARR, 当 细胞 DNA 进行 
复制 时 ,条 什 有 利于 修饰 作用 的 进行 ,而 外 来 DNA 的 主要 命运 是 被 限 便 降 见 。 
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本 节 一 开关 我 们 就 讲解 了 细菌 为 对 付 外 来 的 DNA 和 保护 自己 细胞 内 的 DNA ,演化 出 限 
SVM. 最 旱 的 一 批 例子 就 是 虹 菌 休 和 了 2 的 感染 和 转 导 受 到 了 限制 ， 后 来 相继 发 
Sk E.coli 的 Hfr WEM I- RE RIERA IR, 还 有 原生 质 球 《spheroplasts) 
AT DNA 前 摄取 也 受到 寄主 限制 -修饰 特异 性 的 返 制 。 

然而 ,有 限制 -修饰 系统 如 果 只 有 此 功能 的 话 ,I 类 酶 的 组 成 和 作用 机 制 似 痒 没有 必 正 那么 复 
2, 切 点 也 没有 几 要 一 定 在 1000 bpk ARDRE, WATR DNA 你 乎 对 细胞 还 
省 用 处 。1 类 酯 很 可 能 还 具有 一 种 目前 尚 不 知晓 的 功能 ,如 非特 异性 重组 等 。T 类 栈 、 正 类 隆 
ER RRL ECE PANS, Roberts 已 指出 ,它们 的 功能 除了 限制 作用 以 外 , 还 可 
能 促进 位 点 特异 性 重组 ,促进 质粒 之 间 、 蛛 哄 菌 体 之 间 的 遍 传 信息 的 交流 (shuffling)。 此 外 ， 
限制 酶 还 可 能 与 其 他 核酸 能 配合 ,为 细胞 合成 DNA GEESE RTA 


提 要 

DNA 是 考 待 信息 的 载 你 ， 它 需要 有 投 高 的 保 真 度 ， 这 不 仅 有 蒜 于 复制 体系 的 完善 。 而 
REESA YH AL CHABRREN-AN LEA. RERBRBARE RR LAR 
与 划 正 复制 错误 直接 硼 关 ， 因 此 称 为 复制 眉 复 但 其 他 因素 所 产生 的 这 类 镭 误 可 同样 武 个 
Le 

Aste Mbit Ss BE ARR DNA DTR wa, Sop eR RR ARR Rie 
GLARE ERAER, LLG, WHEL, Fade BORRA RERAMA 
HAAR ERORAMSH AEG LAR, RPALBAR-NAAROD LAR, ALE 
HA ATP AR, ALS, WGA ARERR PAG ERM, BOS 修复 是 产 
AMMO FH, SOS PLAER-FRERHHL, 

对 于 共 他 类 型 的 DNA MH, BAA SLAB REAR AT UMAR EB, 
RUM ee AP Atom A RPS AP RAPT oh AP AOE ET BER 
EARTE AP ER RLBAMENETRR, RRM MW -H RRA LAH AE 
HBL. 

20 Tekh DNA 的 入 侵 以 及 对 站 源 DNA 的 利用 ,演化 出 限制 酶 ,而 同时 叉 对 自 
E DNA 上 的 相应 限制 王位 点 进行 修 作 ( 甲 基 蕊 )， 从 而 使 自己 的 DNA 不 被 自己 的 限制 酶 乓 
BOR, A de TS RIG ME, API 类 酶 的 内 切 酶 和 甲 基 化 酶 不 在 同一 个 分 子 中 ， 限 
WEARER ATP, I 类 酶 广汽 用 于 DNA 重组 技术 。 人 们 对 于 限制 -修饰 夭 统 的 生物 学 
总 名 还 注 有 党 会 明白 ， 可 能 在 重组 过 程 下 也 有 童 要 必用。 
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第 一 节 概述 ， 突变 定义 及 其 分 类 


PFAM RE mutation)? 突变 是 一 种 遗 企 状态 。 可 以 通过 复制 而 遗传 的 DNA 结构 的 任 
何 未 和 性 改变 ,都 叫 突变 。 所 有 的 突变 都 是 DNA SE RRR BT AOL, BESSA IK AE 
物 个 体 或 群体 或 株 系 , 蔬 做 突变 体 (mufant)。 正 是 由 于 变 突 体 申 DNA BEE, N 
而 产生 了 突变 体 的 表现 型 。 突 变 位 点 可 能 存在 于 基因 内， 该 基因 称 为 突 姿 基因 (mutant 
gene)。 没 有 发 生 突 变 的 基因 称 为 野生 型 (wild type) 基 因 。 例 如 ,负责 网 将 合 成 Are 的 基因 
arg 为 野生 型 基因 。 如 果 该 基因 突变 而 失去 了 合成 A&rg 的 能 力 ， 就 必须 由 处 界 供应 Arg, 否 
则 细菌 就 不 能 生长 。 册 菌 的 这 种 表现 型 就 称 为 tg- 表现 型 , 即 精 氨 酿 全 成 缺陷 表现 型 ,其 基 
央 型 写作 arg~。 由 此 可 见 , 突 变 体 是 指 有 机 体 的 表 型 特征 中 有 一 种 (或 多 种 ) 与 野生 型 个 体 的 
该 特征 有 所 不 辣 。 具 有 这 祥 遗 传 状 态 的 有 机 体 就 叫做 突变 体 。 需 要 指出 药 是 ， 所 谓 野生 型 是 
指 有 可 体 的 正 性 状 , 如 能 够 分 解 某 种 底 物 的 能 力 ,能 够 全 成 某 种 物质 (如 氨基 酸 ) 药 能 力 。 在 多 
数 情 况 下 ,从 自然 界 分 离 得 到 的 有 宙 体 种 类 都 有 具有 这 种 正 性 状 。 但 有 时 并 不 是 这 样 ,例如 大 家 
最 熟悉 的 H-colt lac 基因 ,通常 从 自 然 界 分 离 到 E.coli 都 是 lac, 即 不 能 利用 乳糖 的 种 类 。 
然而 ,我 们 仍然 把 lat 称 为 雪 生 型 ,而 把 lae 称 为 突变 体 。 从 这 一 点 上 来 说 ，“ 野 生 型 ?这 一 
和 名词 常常 是 误 用 名 称 , 但 它 已 为 遗传 学 家 所 习 用 。 现 在 ,我 们 只 要 遵循 上 述 定义 , 也 就 不 会 再 
望 文生 义 了 .关于 野生 型 和 突 守 体 的 表现 型 和 芭 因 型 的 表示 方法 列 于 表 5-1。 所 有 的 基因 型 名 
称 均 用 3 个 小 寄 的 斜体 字母 或 小 写字 母 在 底下 划 线 ,而 有 关 的 具体 基因 则 在 3 个 小 写字 母后 
用 大 写 的 身体 字母 表示 ,如 14acZ+、1acZ-。 所 有 的 表现 型 名 称 均 用 3 个 正 写 的 字母 表示 (其 中 第 

表 5-1 细 苗 峰 变 体 和 突变 的 炭 示 方法 


表现 型 或 基因 塑 “ | 符 号 

FERA | 

航 乏 合成 或 利用 某 种 物质 的 能 方 ; Sub” 

具有 合成 或 利用 某 种 物 项 的 能 力 | Subt 

SSR A RAHE Ani-r 

RR HA Re ae ` Ant-3 
HAN, 

人 能 够 合成 或 利用 某 种 物质 的 野生 型 基因 sult 

影响 合成 或 利用 某 种 物质 的 突变 基因 sub™ 

突变 的 subd AA sith 47 

具有 温度 敏感 交 现 型 sub4 EAR - sub -Ts 

RARB RMA cubs 基 民 的 突变 subA-( Ara) 

subd AR 63 号 突 变 si b63 

ATRAN RA E oe a EA - ant 

HPS R ENE AM aut 

SPR ea R REEI A |" | ant-s 


ERA), 如 Lacty Lack, MAEA DARA Hit (resistance) RERE (Sensitivity) 
划 在 后 面 加 上 -r 或 -8。 WR RS MWERA SE BU, WR 
变 , 则 在 基因 型 符号 后 骨 写 (zs)， 如 华 是 某 种 元 义 突变 , 则 在 基因 型 符号 后 加 写 谈天 义 突变 的 
iPS (dm), (CCR Opal), Amie (amber), HBT VAG, Oo HH AACOchro), 
BIRTH UAA, Opal AAEM, BET WH UGA, 

引起 突变 的 物理 因素 (如 XX- 射线 ) 和 化 学 因素 (如 亚 硝 酸 盐 ), 称 为 突变 剂 (Gantagen)。 由 
于 次 变 剂 的 作用 而 产生 突变 的 过 程 或 作用 称 为 突 迹 生成 作用 (mutagenesis?， PAARIS 
称 突变 。 如 果 这 一 作用 是 在 自然 措 中 发 生 的 ， 不 管 是 出 于 自然 界 中 突变 蛮 的 作用 的 铺 浴 还 是 
由 于 侦 然 的 复制 错误 被 保留 下 来 ,都 虽 艇 自发 突变 生成 (spontaneoug mutagenesis) 。 其 结果 
是 产生 一 种 称 为 自发 突变 (spontansous mutafion) 的 遗传 状态 ， 携带 这 种 遗传 状态 的 个 体 或 
群体 或 株 系 就 称 尖 自发 突变 体 (spontaneoug mutant), BRR SRI A eT R 
FEUER 10-" 一 芭 -10。 相 反 , 如 果 这 种 作用 是 由 于 人 们 使 用 突变 剂 处 理 生 物体 而 产生 前 , 训 叫 
做 诱发 突变 生成 ， 简 称 诱 变 (induced mutagenesis)。 它 产生 的 遗传 状态 本 伏 诱 发 突变 
Cinduced mutation) ,携带 这 种 遗传 状态 的 在 机 体 就 叫做 话 发 突变 体 (induoed mutant), 1§ 
RRRA RECTED, MERET UERR F EREE. 

以 上 我 们 对 突变 及 其 有 关 的 概念 作 了 定义 。 下 面 ,我 们 将 把 突变 从 不 同 的 角度 进行 分 类 。 
实际 上 ,突变 是 无 活 进 行 单 系统 分 类 的 ,因为 它 的 因果 、 状态, 过 程 诸 方面 是 既 有 区 别 又 右 详 
系 的 。 与 其 说 是 分 类 ,还 不 如 说 是 继续 进行 定义 和 解释 , 就 像 上 面 记 说 的 , 按照 突变 生成 的 过 
程 可 以 分 为 自发 突变 和 诱发 突变 ,如 此 之 类 。 

从 DNA 破 基 序列 改变 多 少 来 分 , 可 以 分 为 单 点 突变 (point mutation)， 即 只 右 一 个 碱 
AURERE, MERRE (multiple mutation), 即 有 两 个 或 两 个 以 .上 的 厌 基 对 发 生疏 变 。 
ARB WIEBE (base substitution), Pat A (base insertion) RM ft Fe Chase 
deletion). RAR AIST ARE MS MRR RB RTT BL Dh BESS, 一 类 叫 转 换 
(transition) , EIRENE SA ae me DE D) mae RE 8 Ab, s AE THR (transversion), IRIRE 
啶 或 喀 旦 到 野 叭 的 变化 ,点 突变 的 重要 等 虑 之 一 是 官 具 有 很 离 的 回复 突 亚 率 。 侠 失 宪 变 和 插入 
突变 通常 指 较 长 的 钠 基 序列 的 缺少 或 增加 。 这 样 的 突变 ， 特 草 是 缺失 突变 ， 其 回复 突变 率 极 
低 。 有 了 时， 搬入 序列 本 身 携 带 站 传 信息 ， 如 转 座 成 分 。 转 座 成 分 的 揪 入 可 使 插入 位 的 让 四 从 
省 ,局 时 又 带 进 新 芍 基 因 。 插 入 序列 可 以 切 离 失 去 ,准备 的 切 离 可 使 突变 基因 又 回复 成 野生 型 
AGB GEL DNA 重组 一 章 )。 

从 对 阅读 框架 的 影响 来 油 , 有 所 谓 移 框 突变 (位 ameshift mutation) A RR TR 
个 碱 基 都 能 引起 移 框 突变 ,扁平 的 碱 性 染料 分 子 的 嵌 合 也 常 引起 移 框 突 痊 , 欧 框 突变 不 但 改变 
了 产物 的 氟 基 酸 组 成 ， 而 且 会 出 现 蛋 白质 合成 的 过 量 前 终止。 如果 移 杠 突 变 发 和 在 必 
上 ， 常 常 是 致死 的 。 如 黑 插 入 或 缺失 三 个 夏 基 ， 则 阅读 框架 不 谈 ， 其 产物 党 党 大 尖 性 
分 活性 。 

从 对 遗传 信息 的 改变 米 看 ,点 突 变 中 的 大 基 替代 宪 变 可 以 进一步 分 为 辣 义 突变 (synons - 
mous mutatjon)、 错 义 突变 (missense mutation) 和 无 义 突变 (nonsense mutation), 
突变 是 指 流 有 改 迹 产物 净 基 酸 序列 的 密码 于 变化 ， 显 然 这 是 与 密码 对 的 简 并 性 
纵 变 是 指 破 基 序 谭 的 政变 引起 了 产物 氨基 酸 序列 的 改变 。 有 些 错 义 罕 变 严 ; 
TERZA NHE, ATETEA. IERE E o e, A 
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PS EP) Ves A DP TE» GEE IT Te Ss A FE 
和 肢 坐 型 之 间 的 某 种 中 同 奖 这 漳 的 突变 又 称 为 滩 泌 突变 (aky mutation)。 有 一 些 错 
RES IE n EREN HEE, ARES A BY SPY ER A, SIAE BE 
突变 (nontral mutation), FP HE ay EE Isl FA Se eas u ER eR GSE AE (silont mutation), 
KL RATA EE RA A OST BRAS ST, M 
RGR BS AAG 突变 为 终止 密码 子 TAG CH UAG) 。 无 义 突变 还 可 以 由 其 他 各 种 突变 
产 竺 ， 如 称 框 突变 . 揪 入 突变 条 缺失 突变 都 能 造成 无 义 突变 。 光 义 突变 使 肽 链 过 早 终止 ,因而 
蛋白 质 产 物 一 般 是 没有 活 泪 的 。 但 弟 由 点 突变 中 的 硫 基 替代 突变 产生 的 无 义 突变 ， 如 果 发 让 

EE S k, CIENS RERA- ERNE, BBR, RRSREA— TH 
点 "它们 狼 半 已 具有 野生 型 多 肽 链 的 抗原 特异 性 。 这 样 ,用 明生 型 基因 产物 办 抗体 作 免疫 学 到 
应 就 可 以 检定 这 些 不 洁 全 多肽 链 的 存在 ,这 种 方法 在 无 表 弄 性 状 本 利用 时 旺 得 更 为 重要 。 

具 突 变 开 现 型 对 外 加 环境 的 敏感 住 来 区 分 ,可 分 为 非 条 体型 罕 变 (aonconditlonal 
mutation) 和 条 件 型 突变 (conditional mutatfion) 。 最 常见 的 条 件 型 突变 为 温度 敏感 突变 
Ciemperature-sensitive mutation), 第 三 章 中 所 说 的 dna 突变 体 均 为 温度 敏感 突变 体 。 

如 果 从 突变 的 效应 背离 或 运 回 到 野生 型 这 商 种 方向 上 来 讲 , 可 以 分 为 正 向 突变 (forward 
mutation) 和 间 复 突变 (back mutation W reverse mutation), [Ia SBC eA 
TERINSSAR. SABC: Sa BPE ARTY CURE SS — pee RARE, BERNIE eR 
HERRAR, PERE LSE ee CE A) DNA 序列 ) ， WR 
SB RISE, ORR ae fie AUK AR PETE Td ESE I BaD 2 fir EE 
央 而 又 称 为 抑 创 突变 (suppressor mutation). HARM PRM ASH PR. 

突变 位 点 也 可 能 存在 于 负责 基因 调 撞 欧 DNA 序列 当中 。 比 刀 存 在 于 启动 子 区 域 。 这 类 

窒 变 中 ， 有 有 的 能 增强 启动 子 对 于 转录 的 发 动作 用 ， 就 称 为 启动 子 上 升 突变 (promoter np 
mutation), 有 的 突变 则 降低 岂 动 子 的 效能 ， 称 为 启动 子 下 降 窦 迹 (promoter down muta- 
toin)。 如 果 突 变 位 点 发 生 在 操作 子 (operator) 上 ,其 位 点 不 能 为 阻 遇 蛋白 所 识别 或 者 由 于 阅 
节 基 因 发 生 突 变 ， 不 能 产生 功能 的 阻 过 蛋白 。 这 商 种 情况 或 二 者 之 一 都 使 结 榴 基 因 失 去 了 负 
向 控制 ,产生 不 依 浆 于 需 届 ,让 细 胞 中 有 固定 数量 的 蛋白 质 。 基 网 的 这 种 家 达 方 式 电 侨 组 成 型 
WE, 产生 这 种 开 达 方式 的 党 作 子 突 灾 或 调节 基因 的 突变 就 叫做 组 成 型 突 变 (constitutive 
mutation), Aa PRIA TR BEAR OSE EBS E, 


二 节 FR AE BYR Bs 


车 因 组 中 的 任何 基因 都 可 以 出 更 条 位 型 完 变 。 对 于 非 必需 苇 因 。 我 们 可以 选择 条 件 突 变 
岂可 入 选择 意 条 件 突 变 来 研究 它 色 的 功能 。 而 对 于 任何 和 辖 况 下 和 都 是 必需 的 基因 ， 任 何 使 之 失 
突 活 性 的 突变 都 必然 引起 细胞 死亡 ， 因 而 只 能 迹 过 选择 条 件 突变 体 来 斌 究 它 们 。 条 件 突变 体 
EMARE, MER Aceh (permissive condition) 下 细胞 从 长 正常 或 近 平 正常 ,而 在 非 
许可 条 件 (nonpermissiye condition) FRB HARRIE. PRET IA RER 
RAP RPS ERY RAL AE SB BSA, BT RUA SU, ESSE ART WE TELE Se PP 型 
fja AiE SE a) OPEL AE, AA) Le Be ee E SR DR a e a e 
ARG KY RAB ARSE DS RAY OE TE , 因为 通过 提高 或 降低 温度 ,可 以 很 殿 很 方便 地 关闭 或 
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AUR EP te HEAR Sh OE A DS 4 HE E 
AEAEE A PF PRS Pd AR PRS YA EL RE 50° Ze fa EE 
可 温度 为 42 左右 ,也 有 少数 突变 体 的 非 许可 温度 低 于 许可 温度 。 温 度 敏 感 突变 一 般 为 错 义 
RE. WAST Hy BES BRP ym AF PE EW REE PE PE ABP LBP SIE 
AN EE h TARMA REEE ET ER RRS TBR A 


Boy ARRAN 


—. ERRENE RMA 


HARNESS, REM RMERR ERY, KAR SSR NAM TT 
UE RL RAVE)» ERE NBD DR IRR. BER ERRE 
RACE oe A, (RSS ae BE eR Ae eels DNA Pe, inii ORF 
生 型 茶 因 的 一 段 序列 为 ACTO; 在 出 现 C>T 转换 后 , KEIRA ATTO, WALLEY pire 
有 活性 ,如 果 在 以 后 的 某 一 世代 中 第 一 个 了 出现 TO 的 转换 ， 则 该 序列 又 变 为 ACTG, OF 
生 表现 型 也 就 随 之 恢复 。 回 复 突变 可 以 自发 地 产生 ,其 频率 一 般 最 正 问 突变 的 十 分 之 一 左 兢 ， 
也 可 以 用 罕 变 剂 处 理 增加 其 频率 。 并 非 记 有 的 正 向 突变 都 吕 以 自发 地 回复 到 野生 型 状态 。 对 
于 双重 突变 体 (会 有 丽 个 决定 同一 性 状 的 突变 位 点 ,这 两 全 位 点 可 以 在 一 个 基 风 上 或 在 测 信 全 
用 相关 的 基因 上 ), RAREST EAR SERA). 一 般 低 于 lO, 
在 实验 中 往往 测定 不 出 。 另 外 ,对 于 大 片断 的 缺失 突变 ,要 在 原 位 播 入 同样 长 度 和 序列 的 碱 此 
因 币 使 产物 的 气 基 融 序 列 恢复 到 早生 型 结构 ,或 者 播 入 碱 基 的 长 度 和 序 欧 虽 与 拓 去 前 不 同 ,但 
其 产物 具有 肝 生 型 产物 功能 ,这 样 的 几率 几乎 为 0, 也 就 是 说 基本 上 不 可 能 有 回复 突变 。 反 过 
来 ， 部 果 一 个 突变 在 俩 用 各 种 诱 变 齐 反 复 处 理 后 仍然 无 回复 突变 发 生 ， 人 划 很 可 能 蚌 双 重 突 必 
体 ,多 重 突变 体 或 缺失 突 谈 休 。 由 于 大 包 数 回复 突变 都 不 是 真正 的 原 位 回复 突变 ,因此 鉴定 党 
复 突 变 主要 不 是 根据 其 基因 型 而 是 依据 其 家 现 狸 。 

第 二 点 回复 突变 并 没有 改变 正身 突 变 的 DNA MRP, ABR Se eM TIA 
而 第 二 点 回复 突变 通常 都 称 为 抑制 突变 (suppressor mutation). MHARE URE H E jiy 
窒 变 的 基因 之 中 , 岂 做 基 轩 内 抑制 突变 {intragenic suppressors) ;也 可 以 发 生 在 其 它 其 内 之 
中 ,这 则 向 基因 间 抑 制 突变 (intergenie suppressors》)。 根 据 野 生 表 型 恢复 作弄 的 性 质 还 训 以 
分 为 直接 抽 制 突变 (direot suppressors) AHH HEM HEME (indirect suppressors), Aiea 
突变 是 通过 恢复 或 部 分 恢复 原来 突变 基因 蛋白 质 产物 的 功能 而 使 表现 型 恢复 为 野生 型 状态 。 
所 有 基因 内 掀 制 突变 的 作用 都 是 直接 的 。 一 些 改变 币 详 性 质 的 基因 间 换 制 突变 的 作用 出 是 直 
接 的 。 冶 接手 制 突变 不 恢复 正 疝 突变 基因 的 蛋 各 质 产物 的 功能 ， 而 是 通过 改变 其 他 蛋白 质 的 
性 质 或 表达 水 平 币 补偿 原来 窒 变 造成 的 贡 陷 , 从 而 使 野生 均 型 得 以 恢复 。 


二 、 基 因 内 抑制 突变 
由 硕 基 替代 引起 的 错 义 突变 和 由 搬入 或 缺失 一 个 或 几 个 碱 基 可 起 移 碑 框 突变 都 可 以 被 巷 
困 内 另 一 位 点 的 突变 所 搬 制 。 册 于 处 在 同一 基因 中 ,正和 突变 利 抽 制 突变 一 般 紧 密 连 锁 , 距 丙 
不 是 很 大 ,着 细 菌 中 至 多 数 千 bp, 在 真 校 生物 中 由 于 内 元 的 存在 ， 可 能 高 达 数 万 bp, (HAS 
数 相 上 距 不 远 , 甚 紧密 相 邻 。 在 不 是 很 精细 的 簿 传 学 分 析 中 很 难 测定 出 二 者 之 癌 的 重组 ,于 古谷 
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把 基因 内 抑制 罕 变 当成 点 正 的 原点 回复 突变 。 对 于 草 组 频率 较 低 而 又 较 礁 得 到 火 量 厅 交 后 代 
的 真 核 生物 ， 用 乎 不 可 能 通过 常规 的 遗传 学 方法 辨别 豆 正 的 原 位 回复 突 means uh bs 的 
革 因 内 抑制 突变 。 必 须 采用 DNA 序列 分 析 或 蛋白 质 序列 分 析 才 能 鉴别 出 来 。 

错 义 突变 所 阁 成 的 野生 表 异 的 立 失 ,部 分 床 因 可 能 是 影响 到 蛋白 质 空间 结构 的 形成 ,也 就 
证 影 坑 到 突变 点 氨基 融 残 基 与 分 子 内 其 他 某 一 部 位 的 氨基 酸 做 基 的 相 鼠 作用。 这 种 作用 可 能 
是 正人 负电 荷 之 间 的 静电 吸引 作用 ,也 可 能 基 芒 水 作用 或 者 是 生成 氢 键 。 若 起 静电 作用 ,只 要 恢 
复 到 两 点 之 间 电 敬 相 反 即 可 (图 5-1a)。 而 了 5-1b RAR MATRA REE RB EM. 
EAP TE (ALE EAN A HS aM BR BR RE CAT PSR DE ERE CMR AD» MEL 
EBS (RRL TARRE (eI RE RE, RT UE 
7 AMET RA HAT EWE. 


‘ee 
Hae man sx) 


ARENAS RSH er 全 一 
| 
fo ESE D 一 日 Nge 
【 野生 型 UW RORR HE 出 BAA REE 


tha 


| 
RR 
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图 5-1 错 义 突变 的 基因 内 抑制 突变 
对 于 第 二 “TERRA 抽 制 突变 体 的 分 离 和 研究 在 决定 蛋白 质 的 三 维 结构 中 非常 重要 。 
通常 如果 A RERE X ARERR ER ERE RR B 氨基 可 的 Y 氨基 酸 
WAMA MI A,B 两 个 毛 基 酸 在 三 维 结构 中 次 么 相 令 ,要么 处 在 两 个 徙 此 作用 的 区 域 中 。 
有 些 共 因 闪 抑制 突变 表现 为 温度 第 感 型 ,这 是 不 准 理解 的 ,因为 第 二 点 的 氮 基 酸 取 代 虽 挫 
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订 以 在 许可 温度 下 与 论 向 突 室 的 氨基 琴 开 入 作用， 但 这 种 作用 没有 野人 竺 条 那 对 氢 站 酸 之 闻 相 
工作 时 的 适宜 和 热 定 ,在 较 高 温度 下 易 破 十。 

EE -laL L P, IRERE, WRAN ERHET. 工 的 突变 位 
ASE ARAM, WR REE, 可 以 算 作 基因 内 狐 抽 突变 8 
如 果 改 变 的 是 局 一 个 碱 基 , PDEPEMEGKE, 才 不 应 称 为 抑制 突变 , 办 为 此 时 正 向 突变 已 
到 不 存在 了 。 

移 框 帘 谈 前 回复 帘 蛮 几乎 全 是 基因 内 第 二 点 罕 变 。 即 基因 内 掉 制 突 宏 。 不 难 理解 ， 任 全 
硕 基 蔡 代 对 移 柜 兴 蛮 都 党 元 用 处 ， 只 能 以 鲁 改 销 ， 即 由 新 的 移 柜 突 误 米 校正 ( 国 5-2). E» 
册 于 两 个 突变 点 之 间 的 氨基 酸 均 与 野生 型 不 局， 因而 两 点 之 癌 的 距离 越 小 ， 对 蛋白 质 结构 和 
切 能 的 影响 就 越 小 ,对 正 向 突变 的 表现 型 的 抑制 作用 也 越 大 。 否 则 ， MEERE, 但 出 于 
证 自 质 序列 改变 太 铣 , 野 持 性 状 就 不 能 恢复 。 其 次 ,即使 两 个 突变 点 距离 很 近 ， 两 点 之 问 的 那 
几 个 贷 基 酸 认 要 经 得 起 蛮 化 ,否则 一 个 氨基 酸 的 变化 有 时 就 足以 使 恒 自 质 失 活 。 


fey Ser Glu Th Mat Phe Thr 
AGC GAG ACU AUG uuu AGS 
TOD a i a 


EAG 
RER Ser Glu ASP Tyr Val tyr ` 
AGC GAG GAG VAU GW UAC @ 
wo o o a 
ERA Eku. 
Sor Gy Thr Met Phe thr Ser Glu Y Asp x Phe Thr 
AwG GGJ ACU AUG UUU ACG AGG GAG ‘GAG VAG UU ACG 
— Ne lies 
Bankes TEELEN RA 4 io RNA 


Reith Ae 
图 5-2 移 框 突变 的 抑制 突变 

突变 剂 可 以 提高 基因 内 镍 制 突变 的 频率 。 对 于 硕 基 普 代 突变 ， 应 该 采 凡 产生 醋 基 答 代 突 
谈 的 突变 区 ,如 5- WLM CBU), 2- Bae Bam CAP) ;对 于 移 框 突变 , 则 应 采用 产生 移 框 突 详 
前 突变 济 , 如 府 喧 类 染料 。 如 果 上 述 两 类 不 同 的 正 间 突变 号 两 类 不 同 突 谈 剂 交叉 配合 , 则 不 能 
产生 回复 帘 变 。 这 是 造 传 学 中 监 定 碱 基 埋 代 突变 还 是 移 杠 突变 的 重要 标准 。 在 郁 基 苦 代 突变 
中 , 如果 正 向 突变 是 由 5- 省 屎 喀 辽 或 2- 气 磊 嘎 叭 等 引起 的 由 4 到 G0 的 突变 ， 则 各 突 
变 剂 的 回复 帘 变 作用 顺序 是 : 羯 胺 靖 BU; 孝 正 向 突变 是 由 凑 膀 等 引起 的 G.0 到 ATOR, 
则 辕 复兴 次 作用 顺序 是 BU>AP> Hke 


三 、 若 因 间 抑制 突变 

自问 突变 的 无 义 突变 , 错 义 突变 和 移 根 突变 都 可 为 另 一 基因 上 的 突变 记 抑 制 ;这些 扩 制 突 
恋 分 别称 汶 无 义 抽 制 突变 (nonsense supprossor mutation)， 错 义 抑 制 突变 (missense 
suppressor mutation), WHEN MAS (frameshift suppressor mutation), HAHA 
HREH tRNA 基因 或 与 tRNA 功能 有 关 的 基因 上 。 这 些 基因 又 称 为 挤 制 基因 (suppressor 
genes) 。 

1. 基因 阔 元 闷 称 剂 突 谈 ” 在 篇 码 蛋 吝 质 前 基因 中 ,， SERN A ieee, 例如 密码 
F AAG CAG GAG, LOG, DUG, EGG._UAO.UAU 中 任何 一 个 密码 子 都 可 以 闻 过 -次 酸 
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URE AS E UAG, GRE ARIAT. SRI A TEER NA 
SAP ERGAT REM UAG 互补 , 则 能 将 一 个 氨基 酸 安 插 在 突变 的 光 义 密码 对 UAG 
你 ,就 能 合成 完整 的 蛋 自 质 分 子 (图 3)。 这 个 安插 进来 的 氨基 酸 若 就 是 野生 型 的 氨基 酸 , 当 
代 郭 万 事 火 吉 ;5 加 时 基 别 的 氨基 酸 , 蛋白 质 产物 活性 也 可 能 部 分 恢复 或 全 部 恢复 〈 也 可 能 发 生 
型 产物 的 活性 ,例如 赖 氨 屋 取 代 了 亮 氨 酸 )。 这 
种 能 抑制 正 击 突 变 央 型 的 突变 了 的 tRNA AMH tRNA (suppressor tRNA)。 需 要 指出 
(Ae, Midd CRNA 并 不 是 由 细胞 对 于 无 义 窒 变 应 等 反应 的 产物 ,而 是 自发 突变 或 诱 变 的 结果 。 

无 义 密 码 子 有 三 种 ，UAG、04AA、UGA， 因此 无 义 突 变 也 有 三 种 ,相应 的 元 义 抑制 也 就 
有 三 种 。 产 生 识 别 UAG 的 抑制 tRNA HERAA ambn 抑制 突 变 ， 产 生 识 别 UAA 
的 抑制 sRNA 的 基因 为 南 石 型 (Ochre) 拂 制 突变 ,产生 识别 UGA 的 抑制 tRNA 的 基因 为 乳 
WE (Opal 抑制 突变 。 这 三 圳 抑制 突变 均 已 在 大 鹏 杆菌 中 发 更 ,用 sup 加 上 具体 基因 符号 从 
AAV RRR PIRRE tRNA 基因 列 于 表 5-2。 
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35-2 tRNA 基因 的 抑制 突变 


Fo 生 型 i ol Re 
2 m ya vee L a ae 
| 识别 的 密码 子 REBT REBT > Able 

本 eee amass | es _ 
supD(sus) Ber uca Cot cus | UAG 
snpEles2) | am CAG cue oa | UAG 
supP(sua)} Tyr uag GUA eta TAG 
A 
supC(vad) Tye vad cua UUA vad 
supalsus) Lys. aad vu UUA TU 

| 

supU (our) Trp vee ota UCA wag 

在 三 类 抑制 tRNA 基因 中 ,最 容易 鉴定 的 是 Amber 抑制 突变 , 在 E.coli 中 至 少 已 鉴定 


出 6 种 这 样 的 tRNA。 它们 均 有 反 密 码 子 550U43'.Oochre Wi tRNA 的 反 密码 子 为 UUA， 
HFREGT ARO T RNA SR aE, H-colé 所 有 识别 TUAA 的 tRNA 也 能 
识别 UAG. MERIH, Ochre 抑制 tRNA 只 能 识别 UAA, 这 可 能 是 由 于 反 密 码 子 上 碱 
基 收 饰 的 结果 。 

UGA 的 抑制 tRNA CB) Opal 抑制 tRNA) 是 非常 特别 的 。 目 前 发 现 的 Opal 抑制 tRNA 
KSA tRNA? 基因 的 突变 产物 。 有 明生 型 tRNA™ 基因 只 有 一 个 排 贝 , 反 密码 子 为 CCA， 
识别 叭 一 的 色 氮 酸 密码 子 UGG。 有 一 个 Opal 抑制 tRNA supU, 其 反 密 码 子 突变 为 UCA。 
这 个 抑制 tRNA 不 但 能 识别 终 上 上 密码 子 UGA, 而 且 仍 旧 识 别 色 氮 笋 的 密码 子 UGG, 

另外 一 个 DGA 抑制 tRNA 为 sup9, 它 也 是 同样 的 tRNAT™ 基因 的 突变 产物 。 它 和 前 突变 
位 点 并 不 在 反 密 码 闻 上 ,而 是 在 DHU HHA 24 位 上 ,由 G 突变 为 A, 使 GU 配对 变 为 AU 
访 对 ,从 而 增加 了 DHU 双 链 结构 的 稳定 性 。 然 后 ,DBHTU 臂 双 链 稳定 性 的 增加 又 以 某 种 机 制 
改变 了 反 帘 码 子 噜 唉 的 构 型 ,进而 改变 tRNA 在 核糖 休 上 的 方向 ,使 得 反 密码 子 COA 除了 识 
别 色 氨 酸 密码 子 UGG 外 ,还 能 与 终止 密码 学 UGA At, 其 中 反 密 码 子 中 的 Q 与 密码 子 中 
的 A 为 非 同 恒 常 的 播 摆 配 对 。 尽 管 这 一 作用 效率 不 高 ( 放 称 为 弱 抑 制 tRNA)， 但 是 从 无 义 
突变 的 基因 上 产生 少量 有 功能 的 产物 ， 就 足以 使 细胞 存活 下 来 。 与 此 粗 一 致 的 是 在 真 核 
tRNA 中 的 发 现 。 牛 肝 中 发 现 一 种 RNA, 其 反 密 码 子 为 mCOCA, 它 并 不 识别 色 氨 酸 密 码 
F DGG, 面 是 识别 终止 密码 子 UGA, BA FUGA 的 终止 作用 受到 部 分 拖 制 。 

实际 上 ,识别 终止 密码 子 UGA 的 能 力 可 能 并 不 是 抑制 RNA 所 特有 的 ， 很 下 能 野生 
型 的 tRNA?" 就 有 识别 UGA 的 能 力 , 尽管 这 种 识别 效率 很 低 。UGA AXR P MEAN 
一 完 程 度 的 渗 潮 性 ,即使 奉 缺 少 抑制 SRNA 时 也 是 如 此 。 这 党 说 明 野 生 独 tRNA 也 能 以 低 
效率 识别 终止 密码 于 UGA。sup9 Æ DAU 臂 上 的 突变 , 与 其 说 是 新 产生 了 识别 UGA 的 能 
力 ?还 不 如 说 是 提高 了 识别 UGA 的 能 力 更 为 恰当 。 因 此 在 大 肠 杆 溺 肉 ,任何 一 个 以 UGA 为 
终止 密码 子 的 基因 ， 共 看 和 白质 合成 时 有 时 能 媳 发 到 下 一 个 终止 密码 子 。 这 就 是 所 谓 通 读 
Creadthrough)。“ 通 恋 还 意味 着 ,UGA 的 终 涉 作用 的 不 完全 可 已 作 为 在 翻译 水 平 上 调控 基 民 
Ik PFE, AG. 这 种 0 来 端 四 长 的 蛋白 质 产物 常 澡 是 没有 功能 的 ,月 时 对 细胞 是 有 
害 的 。 

一 个 细 驳 中 , 蓓 载 茶 种 氨基 酸 的 tRNA 反 密 人 码 子 发 止 突 恋 ,成 为 无 义 抑制 CRNA, BAB 
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RRA IW eT SRE Be? 这 是 木 会 的 。 对 于 一 种 氨基 酸 甚至 一 种 密 
码 子 来 说 ,细胞 中 往往 有 两 个 或 两 个 以 上 tRNA BARI AEE REN HLERA, 
有 的 识别 较 常用 的 密码 子 ,转录 出 的 4BNA PRR EE ARR EARE NREN RY 

虽 识 别 常用 的 密码 子 ， 但 在 细胞 中 的 分 子 数 少 。 后 者 就 称 为 少数 tRNA(minor tRNA)。 无 
义 抑制 突变 和 下 面 爱 说 到 的 错 义 拖 制 突变 大 多 发 生 在 少数 tRNA 基因 上 。 对 于 只 有 一 个 基 
GEMM tRNA, 其 突变 产物 能 同时 识别 无 义 密码 子 和 原来 的 氨基 酸 密 码 子 。 A, MAA 
变 的 存在 ,并 不 影响 正当 的 氨基 酸 密 码 子 的 识别 。 值 得 讨论 的 问题 是 在 无 义 抑 制 tRNA 存在 
时 , 绍 胞 芍 正常 终止 功能 是 如 何 维持 的 ? 

上 商 已 经 说 过 , 当 细 胞 内 含有 amber 抑制 tRNA 时 ,以 单一 的 UAG 为 终止 密码 子 的 己 
白质 模板 可 能 被 通读 , 面 产生 一 个 C 末端 过 长 的 蛋白 质 产物 ， 从 而 对 幼 胞 有 害 其 至 引起 细胞 
死亡 。 这 个 问题 解决 的 祝 制 十 -- 

副 白质 合成 的 释放 因子 CRF RT) Sih tRNA 对 于 终止 密码 子 有 强烈 的 觉 争 , 因此 挤 
制作 用 就 减弱 。 候 定 amber 抑制 tRNA 对 无 义 突变 的 密码 子 识别 效率 为 80 锡 ，( 注 意 , 掉 制 
效率 约 为 10~50 久 ,因为 插入 的 氨基 酚 并 不 都 能 恢复 产物 活性 ) ， 则 产 朱 过 长 基因 产物 的 几率 
也 只 有 50%, 即 正常 终止 的 蛋白 质 产物 仍 有 50 务 。 另 一 方 而 ,细胞 的 看 自 质 基因 常 采 用 双重 终 
止 密码 子 UAG~UAA。 由 于 Ochre MH] tRNA HD. HEMMER, BRA 1 一 5 哆 ， 
两 个 抑制 效率 的 乘积 只 有 0.5 ~2.5% (50% X1~5%), UAGHIUAAHRR-BE BA, 
但 中 间 间 珊 的 碱 基数 必然 是 3 的 倍数 , 即 处 于 同一 个 阅读 框 中 。 在 百 .eofi RNA 噬菌体 R17 
和 MS2 中 许多 基因 就 是 这 种 情况 。 
f UAA 为 很 强 的 终止 密码 子 ，Ochre Hd] (RNA 的 抑制 效率 很 你 (1~5 名 ),UAA BAB 
ACHES LEST, Ochre ELIA AA Ochre 无 义 抑制 的 妇 
SAS RIE 4 Hee 4 EEE it Aa Ae amber 无 义 掉 制 或 Opal FNA yn ROS A, 
这 可 能 是 因为 大 多 数 基因 均 以 UAA SRT, HIRRET aT 
ik, Ochre {ii tRNA 也 同时 能 识别 UAG。 这 样 , Ochre 抑制 tRNA 的 存在 ,就 影响 到 为 
激 众 多 的 基因 表达 的 下 常 终止 ;尽管 其 识别 效率 很 慨 , 但 可 能 某 些 对 细胞 活动 十 分 关键 的 产物 
的 交 达 基本 来 就 低 ,， Ochre 抑制 tRNA 就 会 造成 严重 的 后 果 。 换 名 话说 , 就 是 UAA 的 抑制 
突变 具有 强烈 的 选择 负 执 和 致死 倾 朵 ,所 以 实际 发 生 的 频率 低 ,效率 低 ,生长 速度 慢 。 面 UAG 
和 UGA 单独 作为 终 凸 密码 子 使 用 较 少 , 能 识别 UAG 和 UGA 的 抑制 tRNA 的 抑制 效率 就 
高 得 多 。 1 ， . 
> 2， 基因 间 错 义 抑制 突变 E E CERETI ETA 候 定 正 商 的 错 义 突 

HEGGA (Gly) ye AGACATg), JRA RIO, MRHAR tRNA 的 反 密 码 子 也 相 
Wih UCC 变 为 UCU, MABE H SMR a2 Hii Ee Y Ree RE AGA 处 (图 5-4)， 旭 果 安 
插 的 氨基 酸 不 是 甘氨酸 而 是 其 他 氨基 酸 ， 只 忌 能 恢复 或 都 分 饥 复 蛋白 质 活性 ， 都 表现 出 错 义 
抑制 效应 。 

除 tRNA 的 反 密码 子 的 政变 可 以 产生 错 义 玫 制 以 外 ,tRNA 结构 其 他 部 分 的 改变 也 可 以 
SEAL. FRA ARE -6RNA ARMAR tRNA 作用 使 之 带 上 平 无 关 的 所 
EM. TA tRNA TRETINE REAREA. M, E coli 的 tRNAT Trg 


秤 上 6 种 点 突变 都 引起 谷 酰胺 本 -tRNA 含 成 酶 的 错误 识别 再 使 tRNAT7Y 错误 地 接 载 谷 酰胺 
(图 5-5)。 反 密码 子 的 改变 ,有 时 也 会 引起 氮 酰 基 -tRNA Rw RRR, wWiRNA 分 子 
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错 光 突变 的 抑制 


j EELT] 


TRroTm 
A EA HRRKKRAM 


ccu UCT 
MIRER 
~ need A Behe 
i? CRNA IR HAR ES F 
Gly 


Gly 
Aeon 
c 
总 
A—6 
ho— pG C —r Aor U 
Aw—GE—-U 
WA 
P oo 
i y 8 
a, : UAA 
Be Ga. | mf COSYYGE “a 
CSAG leut GAAGG og 
G CoC c yr? Tyt ap ve 
Co aaGG6AGe U 图 85-5 tRNAT” OS 
Ed | CG ofn J。 赤 沁 甩 入 站 正光 江 误 并 
" A AU oS B SHAW 
A ORE. 
U ms?itA 
i 
c 


‘yg TBR & 


不 但 密码 识别 能 力 玻 变 ， 而且 谱 载 的 氨基 酸 也 发 生疏 恋 。 这 种 突变 tRNA HRA XM 
tRNA， 也 可 能 为 无 义 抑制 tRNA, 图 5-5 中 Q>0 即 为 后 一 种 情况 。 其 中 @ 为 一 种 特别 
HEIR queauosiae。 这 种 情况 下 该 TRNA 不 但 成 为 amber WH tRNA, ATR 
PRA BE. ASAT, 再 氨 酸 RNA 分 子 上 的 G3.U70 这 一 碱 基 对 是 丙 氨 醚 -tRNA 
合成 酶 的 识别 标记 。 基 时 将 CRN ACH 和 SRN APES 这 负 个 拖 制 tRNA 的 第 3 位 和 第 
70 位 换 成 G AU, WTI EAE RK A ERE Me MENARA. 

SURERE-tRN A AR RE SE AE A AD See A RS ATA 

需要 指出 的 是 , 错 义 拙 制 必定 是 玖 率 极 低 的 ,这 是 不 难 理 解 的 。 因 为 某 个 氨基 酸 错 义 成 为 
A AEM, 而 每 个 基因 上 具有 A 氨基 酸 的 密码 子 是 很 多 很 多 的 。 若 错 义 抑制 效率 高 ， 中 细胞 
几乎 不 可 能 有 性 侣 一 种 有 功能 的 蛋 轨 质 。 通 常 , 错 义 抑制 效率 仅 为 1%， 个 别 的 错 义 擂 制 效率 
很 高 ， 如 在 AGACATS 密码 子 ) 处 安插 Gly 的 错 义 抑制 有 时 可 达 2506 的 效率 ， 这 是 因 AGA 
这 个 精 氨 酸 密 袜 子 很 少 使 用 ,对 正常 的 蛋白 质 造 成 的 蜗 害 很 小 。 

3. RAMA RHE R BHR tRNA 分 子 结构 的 攻 变 出 被 抑制 。 例 如 
E.coli 的 突变 tRNA 在 它 的 反 密 码 子 100p 上 上 增加 了 一 个 O、 反 密码 子 成 为 OCCO, 因而 
REBRI GGGG， 革 而 矫正 了 由于 搬入 一 个 碱 基 造 成 的 移 框 突变 (图 5-6)。 一 种 突变 的 
TRNA™ 可 以 识别 AAAU 和 AAAA， 还 有 一 种 突变 的 tRNA 能 识别 ACON, 很 可 能 这 些 
突变 的 tRNA 只 寺前 三 个 短 基 配对 ， 而 芭 密码 子 上 新 增加 的 隋 基 并 不 与 密码 子 配 对 ， 而 仅仅 
占据 一 个 碱 基 的 空间 ,使 阅读 框架 向 乒 移 动 一 个 碱 基 。 


te aly Ser Ser Pro 
AUG GGG AGU UCA CCA FEN 
Sa 


XC 
tle Gy .Glu Phe The 
aup aoe GAS WUE ACE A mame 
nd ire et ee 反 密码 子 为 CCCC 的 
Ge ‘Gy Ser Ser Pro tRNA AHGGOG 
E 5-6 AZER URNA BIERE hoi Ht 
HARARE JAD HE TT RU RNA 2 St 73 BE 
这 些 tRNA 分 子 可 能 是 正常 的 CRNA bE RE TR P,P 
BARRE BILE HE oo 
4, BARERA RAIRE 许多 amber 突变 的 抑制 MRNA 表现 出 温度 敏 
TEPE, EE 80°C 能 产生 对 amber 突变 的 表 型 抑制 。 而 在 42%C 则 不 能 产生 这 种 效应 。 在 这 类 
抑制 tRNA 分 子 上 ,常常 可 以 发 现 氨基 酸 臂 微 基 序列 的 政变 ， E 42°C BY, CRNA 的 分 子 形状 
KERREN 以致 子 影响 到 氨基 琶 的 接 载 。 人 们 对 Te 捉 制 突变 还 没有 进行 详细 的 研究 ， 然 
而 它 可 能 成 为 重 杰 的 实验 手 航 。 
如 果 细 耻 含 有 一 个 必需 基因 的 amber Jet, IPRA Ts amber WH tRNA, RREN 
则 生长 很 关 ; 大 多 数 形成 很 小 的 昔 落 ,有 时 也 出 员 长 得 很 大 的 北 还。 对 这 些 大 刘 阔 细胞 的 分 析 
SOU) » 这 些 细 胞 售 宕 一 种 次 生 突变 , 称 为 捉 制 增强 突变 (suppressor enhancing mutation), 
写作 sue, euo 突变 对 于 汉 度 不 级 二 的 抑制 突变 同 阐 能 增强 挤 制 效应 。 现 马 发 现 三 种 不 同 的 
sue 突变 ， 称 为 sue A, suo B, sue O, 能 增加 Amber MARR 3~10 倍 , 人 们 对 于 抑制 增强 
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突 灾 的 分 子 机 制 还 不 了 解 。 


WO, ea I Be 
SPS DDI LEIS A AAS SLAB NU EAE — OE ide TE 
WB EA YA DM YB RJ SER ARE EAG E ARN 
ana HREF, WIRD OLA 

sap 及 下 用 种 
BABER (1) BERSERKER AMIEN 
wa wate ER DAMES ERR ARO, K 
(| 中 一 个 基因 的 突变 护 碍 了 正常 相互 作用 。 这 
时 如 果 另 一 个 基因 的 突变 能 够 族 复 这 种 入 
互 作用 。 由 后 一 个 突变 便 是 前 一 个 突变 的 朱 
制 突变 (图 5-7)。 这 里 ， 两 个 产物 均 为 突变 
产物 ,细菌 中 这 方面 的 例子 很 多 .比如 大 肠 村 


Ramee W RNA RAN B- 亚 基 的 基 些 突变 能 被 a 

体 无 法 生成 亚 基 的 突变 抑制 ; 某 些 核 糊 体 蛋 白质 的 突变 
. WERA -HBMAFEA RH RE. i 
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| 白质 不 同 亚 革 或 蛋白 质 复合 体 中 不 同 组 分 之 
闽 结 构 上 和 功能 上 的 关系 。 

(2) 在 某 一 生化 途径 ABC 中 ， 负 

AN EERO Tee AEE BC 的 反应 步骤 的 了 基因 发 生 突 

变 后 ,该 酶 仅 保存 微 红 的 活性 ,斯 产生 前 O 量 

FMEA DOSE EP. RAE 

化 A+B EAM AP ORG X RAPORA NE 

Har 基因 同 间接 捉 创 的 半径 之 一 Beas (提高 X 的 活性 ) 或 基因 的 调节 区 域 

突变 (增加 产物 X MRD. MEP B 的 浓度 增加 , 在 突变 的 Y 基因 产物 作用 下 仍然 能 

BERLI 9， 从 而 产生 应 有 的 表现 型 。 这 里 , X 其 因 突变 就 是 了 基因 突变 的 抽 制 突变 。 

(3) 当 一 个 从 化 途径 因 突 变 被 蛆 瞩 时 ， 抽 制 突变 可 以 使 反应 绕 过 被 阻 断 的 步 允 而 补偿 第 


B 
ARREA. UM RDI A PERA D 可 以 通过 入 《3 两 各 这 径 ， 其 中 


A 一 B->D HEBER, A+C+D 为 活性 很 低 的 支 路 。A->B-+D 途径 因 突 变 尖 活 后 ,细胞 不 
能 产生 足 量 的 Dy 这 时 ， -任何 提高 ACD . 途 色 活性 的 突变 都 能 增加 D 的 产量 , KARM 
效应 。 抑 制 突 痰 还 能 够 通过 开 妨 一 个 新 的 生化 途径 而 补偿 第 一 个 突变 的 效应 ， 这 方面 研究 得 
较 多 的 例子 有 大 胎 丁 凋 的 .eby. (evolved B-galatosidase, 即 进化 的 8- FARE ED 基因 。 
ERRAT AREE AREE aZ 编码 , 它 的 大 片段 缺失 使 栈 失 活 ， 细胞 不 能 利 所 
乳 精 作为 唯一 碳 深 。 可 是 ,从 这 种 la83 缺 兴 突变 体 中 分 离 到 了 可 以 以 乳糖 为 唯一 左 源 的 北 
株 。 这 些 菌株 含有 第 二 位 点 突变 ,位 于 ebg 基因 内 ， 使 原来 无 活性 的 eBg 基因 产物 上 共有 半 乳 
WARNED, dg 基因 和 lez CROKE MBE DL. CNY WES PBR AE 
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HEE, BARA cbg 基因 的 起 源 利 功能 尚 不 清 想 。 

(4) 有 时 一 个 基因 的 突 肉 造成 尝 种 有 害 物 质 的 积累 ， 另 一 基因 的 突变 可 以 通过 提高 分解 
矿 的 活性 或 将 有 害 物质 纳入 其 他 生化 反应 的 轨道 而 消除 之 。 从 下 现 型 上 ， 上 后 一 个 突变 也 是 前 
一 个 突变 多 抑制 突变 。 

TINA MSIE ARET, 核糖 体 结合 区 域 (8-D 序列 ) 等 调控 区 的 突变 妨碍 了 RNA 
RAD GEAR AS EM ELEM RRR REM. REE 
ERATZ RNA RAR HEL Ey RSE AERA ED KAREE A 
一 业 突 变 也 可 以 竺 作 前 一 类 的 抑制 帘 变 。 

综 上 所 述 ， 间 按 独 制 突变 基因 和 它 所 部 制 的 突变 基因 之 间 在 结构 上 或 功能 上 密切 相关 。 
在 党 人 学 研究 中 ,分 亢 鉴 定 茶 突变 基因 的 拖 币 突变 体 是 鉴定 名 基因 产物 之 闻 , 基 因 产 物 与 基因 
之 癌 ,基因 产物 与 基因 的 调控 位 点 之 亲 相 互 关系 的 重要 手段 。 


第 四 节 ”突变 剂 和 突变 生成 
—. MERE DNA 复制 时 的 潜入 


除了 四 种 标准 的 厂 基 G, A, 中、g 之 外 ， 有 些 与 标准 碱 基 相 似 的 物质 也 能 在 DNA 复制 
册 渗 入 并 与 互补 链 上 的 碱 基 生 成 氢 键 耐 配对， 内 而 抵抗 DNA RARI 3—5 外 切 酶 活性 的 
BNE, RT MRR ANERER ERE, AWE PH DNA 复制 时 又 可 以 产 
生 正常 的 DNA AFP. Ail, RYREROH IRR, 而 是 朝 素 幕 楚 ， 常 常 发 生 酮 式 和 
AMAA, 在 复制 子 代 DNA 时 引起 配对 性 质 的 改变 ,于 是 就 造成 了 碱 基 替 代 罕 变 ， 
记 有 碱 基 类 似 物 引起 的 末代 都 是 转换 而 不 是 贿 换 。 

5- 省 尿 喀 啶 (BU) 是 一 种 常用 的 突变 唱 。 在 天 常情 况 下 , CORRE, BOO 
VERN ISA» ABS A 配对 ,但 它 有 时 以 绞 低 的 括 率 以 场 划 式 结构 存在 * 它 就 不 再 与 A 配对 ,而 
是 与 G 配对 (图 5-8)。 脑 腺 喀 喀 也 有 病 式 和 烯 陛 式 互 变异 构 现 象 , 提 其 燃 降 式 的 发 生 率 极 低 。 
而 BU 中 由 于 Br 荐 电 负 性 很 强 的 原子 ， 因 而 其 烯 酚 式 结构 的 发 生 率 要 高 每 多。 一般 来 说 ， 
BU RE TBA DNA ISLS eA FE A TGO 的 转换 ;也 可 以 代 蒋 0 BA DNA ,产生 
BOA T 的 转换 ,不 过 后 一 能 力 没有 前 一 能 力 高 。 不 管 哪 种 情况 ,BU BA DNA 后 必须 经 
过 两 轮 复 制 才 能 产生 稳定 的 可 扯 和 传 的 帘 变 (图 5-9)。 
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图 5-8 BU RMR TEGER HEA 
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图 5-9 5- AEROS RRS 
(a) BU RET HBA DNA CHAAR), FA A T>G-O 的 转换 
(b) BU KC 而 渗入 DNA ("渗入 错误 ")， FE COA THER 


轩 5-10 
(a) 2- AMOR RN ER 
(b) 2- 揪 基 诛 队 引起 A-T-G-CRD 
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另 一 种 常 浊 的 破 基 类 似 物 突变 剂 是 2- BUM (2-acinopurine, 1 9 AP 或 3-AP)。 
AP 与 BU 不 同 ，AP 不 能 发 生变 构 ， 但 有 不 同 的 配对 性 质 。~ 般 情况 下 AP BRR 
HREM, 但 有 时 也 能 以 一 条 氧 键 与 胞 喧 院 配对 。 由 于 AP BORE AREA Ts E 
此 AP 主权 产生 ATG .0 的 转换 :而 一 般 不 能 产生 GOAT 的 转换 (图 5-10)。 


=, DNA 分 子 上 碱 基 的 化 学 修 仰 

许多 化 学 物质 都 能 以 不 同 的 方式 修饰 DNA 的 碱 要， 然后 改变 其 配对 性 质 而 引起 突变 。 
最 常见 的 化 学 突变 剂 有 亚 硝 柄 tnitrous acid 即 HNO), $A (hydroxylamine 简称 HA), 
FRR L (ethyl mathanesulfonate 箱 称 EMS), N- P # -N’- At -N- PBEM 


(N-mcubthyl-N’-nitro-N-nitrosopuanidine, Mfr NRGD) ， 这 于 种 罕 变 痢 的 分 子 式 示 于 图 
5-11。 
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L BAM BH ALARA SAA NH, WERA A GO) 都 可 以 被 亚 硝酸 作 
用 产生 氧化 脱 氨 到 应 , 估 气 基 空 为 柄 其 ,然后 改变 配对 性 质 ,造成 碱 基 转 换 突变 ,与 臧 基 类 似 特 
的 突变 机 制 相似 ;差别 只 在 于 碱 时 类似 物 是 在 DN 复制 时 由 外 界 渗入 ,而 亚 硝 酸 是 氧化 DNA 
链 上 已 有 的 碱 此 。 然 后 ,也 阅 样 需 要 两 输 复制 才能 产生 稳定 的 突变 。 寂 亚 硝 本 作用 下 , 乃 喀 昱 
TARARE MHAI GOA T 转换 ; 腺 叮 叭 可 以 变 为 次 英 厌 叭 (CH7Poxanthi- 
ne), 复制 后 可 引起 A TGC KpE Rnd aT Dl ES (xanthine), 它 仍旧 与 0 配 
对 ;因此 不 引起 突变 (图 5-12. RE KEE SR A se AR RT 
修复 ;如 果 当 修复 系统 还 未 来 得 及 修复 时 DNA 就 开始 复制 ,前 二 者 则 导致 突变 。 
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图 5-13 (a) RMR SHER RAAT SRS (b) RIR G-OA-T HR 
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2. NIGOH 的 政 突 变 作用 HaOH 的 作用 币制 很 复杂 ， 在 不 回 的 pH 和 不 同 的 
NHOH 浓度 时 有 不 周 的 产物 。 在 pH6.0, 液 度 O.1~1.0 mol/L 时，NHsO SAE 
应 ,生成 的 产物 能 与 腺 呆 叭 配对 ,从 而 导致 G.-C>A. 卫 转换 (图 5-13), 

3. 烷 基 化 试剂 的 数 宪 变 作用 ”常用 的 熔 基 化 试剂 有 有 硫酸 二 甲 醋 , 甲 磺 酸 乙 醋 (BMS), Z 
POS BabA ERE) N-7 位 上 和 逐 剑 叭 W-3 位 上 ， 在 腺 媒 叭 的 下 -7 位 有 
时 也 可 以 烷 基 化 。 由 于 岛 味 叭 上 N-7 的 烧 基 化 , 使 之 成 为 带 一 个 正 电 荷 的 季 饿 基 团 , 这 个 季 
铁 惹 团 产生 两 仿效 应 :一 是 促进 第 1 RAA LAWA. E G 不 再 与 9 配对 而 是 与 工 配 对 。 
KTERO COA ,转换 。N-7 成 为 季 馈 基 团 后 , 诚 弱 了 N9 位 上 的 N- 糖 音 键 , 而 产生 了 去 厌 叭 
作用 。 大 邦 分 前 无 晨 叭 位 点 者 可 以 证 光 晨 叭 内 切 酶 系统 所 修复 ， 但 是 有 时 复制 在 修复 之 前 进 
从, 则 在 无 碱 基 的 位 置 上 可 以 搬入 任何 一 个 右 基 。 在 第 二 轮 复 制 以 后 , 则 原来 的 GO 对 可 以 
变 为 任何 破 基 对 G-O, CO, AT, T-A, 既 有 转换 , 丸 有 中 换 ( 图 5-14)。 用 较 低 的 pH RE 
BNA GR HA GRAMM A DNA, TP: SR Pe, SRR EE Ak DNA. 
Pe Sd Halt Ay Pas Je A a ee se IY TE LB. 

NNG 也 是 一 种 烧 化 剂 , 能 使 页 基 烷 基 化 。NNG BEJE, ETUE ARPE 
何 一 个 巷 因 和 钓 突变 率 高 达 1%。 NNG 处 理 产 生 的 突变 体 常 常 合 有 多 位 点 突变 , 而 且 这 些 突变 
位 点 往往 在 同一 个 基因 内 或 相 部 基因 内 成 能 分 布 ， 这 大 概 是 由 于 NNG 对 复制 叉 附近 的 碱 基 
序列 诱 变 能 力 最 强 。 利 用 NNG 进行 读 变 的 优点 是 很 容易 获得 突变 。 侧 缺点 也 恰 怡 是 突变 体 
携带 了 许多 不 需要 的 突变 ,影响 了 对 突变 的 分 析 。 
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图 5-14 (a) N-7 RASS N- 位 上 A aT Ser, ATF 
RG-CAT 转换 (b) N- BeRAC Sy ie aid Jom OTE Se AO 


=, RSMARRAEA 


(BEE (acridine), iH (proflavine), NY HR (acriflavine) AN ERRAN ATHS 
ANE, RPS FAAS DNA 的 三 熙 对 大 小 差不多 ,可 以 嵌 合 到 DNA 的 碱 基 
对 之 间 , 于 是 原来 相 邻 前 两 个 碱 基 对 分 开 一 定 的 距离 ,含有 这 种 染料 分 子 的 DNA 在 复制 时 ， 
由 至 某 种 日 前 尚 不 知晓 的 原因 ,可 以 插入 一 个 琴 关 , 倘 尔 也 有 两 个 。 这 样 议 出 现 一 个 或 北 个 碱 
基 对 的 搬入 突变 。 有 时 也 有 很 低频 率 的 单 碱 基 缺失 突变 。 所 以 这 些 突变 , 都 引 起 阅读 鹤 的 改 交 
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{图 5-15»。 


NH; 
ARE 、 ee 

cert ao a — . 

TAOGA—ATCGGGTATT 


ATGOTFTAGOCOATAA 


元 TAGCCCATAA 


N K 
RRT 播 入 一 个 硫 基 夺 
图 5-15 忆 合 州 引起 括 入 实 变 和 移 柜 突 变 


四 ， 转 座 成 分 的 致 突变 作用 

生物 体内 合 有 许多 转 座 成 分 ,它们 一 般 长 数 百 盏 数 竹 bP, 可 以 通过 一 种 复杂 的 转 座 补 制 
将 其 一 个 复制 指 忠 插入 到 基因 组 的 另外 一 个 位 点 。 如 曙 这 个 位 点 处 于 一 个 基因 内 部 ， 这 种 天 
片断 的 插入 常常 造成 基因 失 淆 。 瑟 , co5 的 Mu 噬菌体 与 转 座 成 分 很 类 似 ， 它 可 以 整合 到 
E.coli 染色 体 的 任何 位 置 ,从 而 引起 突变 故 名 Mu WBA (mutator Phage), 


五 、 增 变 基因 

生物 体内 有 些 基 央 与 整个 基因 组 的 突变 率直 接 相 关 。 当 这 些 基因 突变 时 ， 整 个 基因 组 的 
突变 率 明 显 上 升 , 因 此 把 这 些 基 因 称 为 “ 增 变 基因 ” (mutator genes)。 实 际 上 这 是 一 种 误 称 。 
因为 这 些 基因 在 野生 状态 时 恰恰 是 维持 DNA 圣洁 性 的 因素 ， 内 是 由 于 其 自身 难保 才 犯 污 职 
之 过 。 在 所 谓 增 变 基因 中 目前 已 经 了 解 的 有 两 类 。 一 类 是 DNA 聚合 酶 的 各 个 基因 。 如 果 
DNA RAR 3-5 校对 功能 丧失 或 降低 ， 则 使 突变 率 乔 高 而 且 随 机 分 布 。 另 一 类 是 dam 
基因 和 mt 基因 ,如 果 这 些 基 因 突 变 , 则 错 配 收复 系统 功能 丧失 , 则 引起 突变 率 升 高 。 


六 、 装 外线 的 致 突变 作用 


杯 外线 照 射 DNA， 由 于 高 能 粕 子 的 直接 作用 和 自由 基 的 间接 作用 , 引起 了 DNA ATH 
SHAE METRAR -HERH BER RAT RRBAN 808 修复 系统 ， 
从 而 导致 很 高 的 突变 率 。 

紫外 线 引 起 的 突变 包括 各 种 形式 的 转换 和 其 换 。 突 变 不 是 完全 随 宙 的 , GOAT HR 
RS WEAR IGE. nO 处 在 TCA 序列 中 产生 的 0->T 转换 率 要 比 在 ACA 序列 
中 高 15 Ro PRE PURE. RRR IR, 重复 和 移 框 突变 。 这 些 突变 可 能 是 省 
接 作 用 ,间接 作用 和 S08 系统 共 局 作用 的 结 时 。 

为 研究 SOS 收复 系统 本 身 的 诱 变 作用 , 有些 实验 以 非 诱 变 剂 处 理 的 方法 触发 SO 反应 。 
Wm. ?让 -1 的 突变 政变 了 RecA 蛋白 "能 使 网 胞 出 更 SOS 反应 。 在 这 种 情况 下 ,各 种 转换 和 
BDA A G-O>T-A 斯 换 居多 而 且 也 具有 序列 优先 性 ,如 CGA 序列 中 的 G- 
T MRE AGA 或 GGA 序列 中 的 20 信 以 上 。 已 知 在 Ecobi 中 ,SOS 系统 的 诱 变 作用 与 
unul BARRA. wil 的 突变 使 SOS 系统 的 诱 变 作用 形 失 ,因此 emu 基因 产物 
很 可 能 是 饶 误 游民 修复 系统 的 重要 组 分 。 目 前 尚未 分 离 到 ome 基因 产物 。8OS 系统 的 活 
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恋 作用 的 另 一 种 订 能 途径 是 Rol RARE TRESMRN DNA 序列 之 闻 的 重组 , 产生 了 


ABW GOB. Mise. + 
除了 兹 外 线 外 ,各 种 电离 辑 射 ,如 K 射线 ，?y 射线 以 及 丝 型 辟 素 O Gmitomycine), Ri 


GR Bi(aflatozin B) PPRP MBM 808 反应 。 
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EHER) Rh kk 
图 5-16 SLAB SRA Te BSE Sh A TE RAA HE 
AHERE CSA T RAMAPURAM. MET fish aw TEHN 
无 义 突变 之 处 . 但 实际 上 并 未 观察 到 。 在 转换 一 图 中 ， 容易 看 出 ， C 
是 产生 点 的 重要 原因 
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E. ROA 

从 理论 上 讲 ,， DNA APER —- A RAE SO, HERRERA 
分 布 。 DNA 分 字 上 的 各 个 部 分 有 着 不 同 的 突变 频率 。Seymour Benzer HiSAM A Je 
HTAA, DEIR TAL 1 500 个 I 基 因 的 突变 体 ， 然 后 用 遗传 学 方法 分 折 突 变 从 基因 的 
不 同位 点 上 前 分 布 情况 。 结 果 发 现 它们 和 分布 在 大 约 500 个 位 点 上 ， 可 是 它们 并 不 遵循 隐 术 琵 
GEM AAPM poisson distribution), Bee! ROM EKAR TER 
《5-16)。 这 些 位 点 就 称 为 突变 热点 cob spots of mutation), PREHRA H A R EA 
点 而且 在 自发 突变 中 也 有 突变 热点 。 

突变 热点 长 期 以 来 一 直 是 一 个 叱 。 通 过 分 子 泪 传 学 的 研究 ， 现 在 已 经 让 了 比较 滞 楚 揭 认 
识 。 形 成 突变 热点 的 景 主要 的 原因 是 5- FRE (MoO) Wy FF Ze. He PE PE A BT 
WEZE., Met 和 0 一 样 ,在 突变 谭 的 作用 之 下 ,会 产生 脱 氨 猎 化 。 所 不 同 的 是 ,0 AR 
化 后 生成 U, U 可 以 为 尿 嘱 啶 糖 基 酶 系统 所 修复 ,突变 的 频率 就 很 低 : 而 MeO KARBA 
R T, 而 了 是 DNA 的 正常 组 分 ， 形 成 G 的 不 配对 状态 。 这 种 作用 如 平 发 生 在 DNA g 
制 期 间 的 新 生 链 上 ,就 可 以 被 错 配 修复 系统 所 收复 。 然 而 ,这 区 作用 也 可 以 发 生 在 DNA 非 复 
HH. 这 时 ,由 于 两 条 链 的 电 基 化 程度 相同 , 错 配 修复 系统 就 失 才 了 判别 标准 ,只 能 贿 袖 地 切 
除 一 个 ,就 有 一 半 的 可 能 性 发 生 突变 。 如 车 发 生 在 正在 复制 的 模板 链 上 , 则 很 决 引 起 突变 。 用 
亚 硝 酸 作 突变 剂 ,在 5- 甲 蔡 胞 喀 陀 处 ,明显 地 出 现 突变 热点 ,就 是 这 种 道理 。 

形成 突变 热点 还 有 其 他 原 回 。 在 短 的 连续 重复 序列 处 容易 发 生 播 入 或 缺失 突变 ， 插 入 或 
缺失 的 正 是 这 一 重复 序列 ， 这 是 由 于 在 DNA MN RB AMD EE R 
动 而 造成 的 。 例 如 E coli lael 基因 中 有 三 个 连续 的 CTGG 序列 ,很 容易 产生 一 个 CZGG 序 
列 药 插入 突变 或 缺失 突 变 。 

突变 热点 还 与 突变 羯 有关, 使 用 不 同 突变 齐 时 出 更 前 突变 热点 也 不 同 。 这 是 容易 理解 的 ， 
因为 不 同 的 突变 剂 作 用 机 制 不 同 ， 有 的 DNA 序列 使 基 个 碱 基 对 突变 剂 更 为 敏感 ， 有 的 则 相 
Bo PIMA S- BERR EMEA A PAK oT HEA, ACG 序列 中 A 一 G 转换 率 比 A 一 0 一 非 
G—N 序列 中 的 A 高 15 偿 ， 比 A 一 非 0 一 N 一 N 序列 让 的 A 高 300 倍 。 转 座 因子 的 致 突变 
作用 , 增 变 基因 的 作用 ,以及 紫外 线 的 作用 ,也 都 具有 革 各 不 同 程度 的 序列 优先 考 。 
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前 面 所 讲 的 自发 突变 和 诱发 突变 都 基 在 细胞 内 发 生 的 。 这 些 突 变 虽 然 能 表现 出 一 定 的 位 
点 特异 性 ， 六 县 根据 诱 变 剂 的 种 类 可 以 预先 知道 突变 的 类 型 (如 转换 , BR, BEP, 但 还 不 
能 按照 预先 设计 的 核 昔 酸 序列 定 光 制 造 突变 ,而 只 能 先 从 表现 型 上 的 变化 发 现 突变 , 继 夯 分离 
RSA, 再 采用 遗传 学 方法 和 其 他 方法 进行 分 析 , 才 能 知道 帘 变 的 性 质 。 随 着 重组 DNA 技术、 
DNA 序列 分 析 技 术 ， 赛 聚 核 荐 酸 合 成 技术 以 及 其 他 分 子 生 物 学 技术 的 出 现 和 还 溃 发 展 ， 现 在 
人 们 已 经 能 有 目前 地 在 离 体 条 件 下 制造 位 点 特异 性 突变 , 然后 再 设法 导入 生物 体内 ,观察 并 分 
入 这 些 突变 的 表现 型 。 这 种 在 体外 条 件 下 定语 诱发 突变 的 方法 ,我 匀称 之 为 离休 定向 诸 变 。 
用 离 体 定 间 淫 变 技 术 来 制 叶 和 分 析 究 变 ， 在 方法 上 与 经 典 但 传 学 方法 相反 ， 因 此 又 常 被 称 太 
“ 反 向 遗传 学 *(Teyerse gonetics) 或 DNA 分 析 进 传 学 (gcnetics by DNA analysis). H 8f 


elie 


AA CIAR ARBANE MA, BRB, 移 杠 等 不 同 凑 型 的 突变 。 这 些 方法 已 在 研究 
基因 的 表达 利 调 容 机 制 方面 作出 了 很 大 贡献 ,将 来 在 分 子 遗 传 学 利生 物化 学 的 各 个 研究 领域 ， 
特别 是 蛋 帕 质 工 程 中 必然 发 挥 更 大 的 作用 。 利 用 各 种 核酸 酶 和 突变 剂 以 及 其 他 试 说 能 设计 出 
许多 制造 突变 的 办 法 ,但 限于 征 申 ,这 里 不 能 作 详 细 介 绍 。 下 面 对 于 利用 窒 来 核 并 酸 进行 离休 
定向 诡 变 的 方法 吉 以 扼要 的 拔 述 。 这 种 方法 通常 称 为 定点 突变 (site-directed mutagene- 
sis), 

AU St I PER TH AT A ic eR ee, TA SERE a RS 
限制 。 如 果 希 望 改变 某 个 DNA SERENE EE, APES A 
BPAH RKE -REH 19 ~20 BE CHEERED) RR SE 

TRN-B 

ANGAGCTACAACTTGCTIGCATTCCTACAAAGAAGCAGCAA TTT TCAGTGTCAGAAGCTC 
tte tSerTyrA snLeubeuGLyPheLeuGinkrgserSerAsnPheGincyssinkysiey 
‘IFN-aSeri? ^ Ser 

17 mer: §'-GCAATTTTCAGAGTCAG-3" 
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图 5-17 FLA CAR OR TRBAE E IFN-8 BAR 
ER, MEN IFN- WER, AE RRE IFN-per17 RE, 
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TERRA SBE EE, AE aT SR, JER 
RDNA 分 子 中 的 相应 序列 完全 一 致 。 然 后 将 合成 的 寡 聚 核 音 酸 和 由 单 链 噬 将 体 1 
M13) 记 携带 的 DNA 充 隆 的 瑟 补 单 链 洽 合 ,进行 秃子 杂交 。 由 于 存在 着 一 个 或 几 个 导 
小 , 杂 灾 反应 必须 在 较 低 温度 下 进行 。 这 妃 配 对 的 窒 率 核 党 芝 可 以 作 引 物 , 7 DXA g 
Klenow 片断 的 作用 下 合成 完整 的 互补 链 ， 再 用 DNA 连接 酶 连接 起 米 。 A DNA & 
入 大 肠 杆 著 由 ， 经 修复 和 DNA 复生 就 可 以 得 到 可 以 稳定 遗传 的 突变 DNA SRE 5-17), 

RAG LA REPERTA DNA 克隆 中 应 丰 一 半 为 突变 体 , 但 实际 上 到 少 得 多 , 大 约 凡 
有 I0 一 15 儿 。 这 可 能 有 如 下 的 原因 :一 是 杂交 分 予 中 原来 的 单 链 的 甲 关 化 程度 疝 , 在 导入 文 扬 


村 苗 房 , 错 配 修复 系统 颁 向 于 以 原来 单 链 为 模板 修复 不 配对 磊 基 ,因而 切除 了 窒 聚 核 苷 酿 上 的 
HERE, 二 是 在 体外 合成 互补 链 时 ,DNA 聚合 卫 在 合成 一 图 互补 链 所 荣 线 以 深 环 复制 方 六 


合成 DNA, Mii IK, FTA DNA RARR KKlouow 片断 可 以 得 到 较 
好 的 效果 。 图 5-17 Rem BOE THE K 8 的 第 17 个 氨基 融 出 07ys Ber, Oys KREY 
TGT, 而 Ser WHF H AGT, Rit AoE APE AE T(E 5-17A)。 热 后 人 工 侣 成 
一 条 17 PRR EE M13 中 的 干扰 未 8 0TA SPL ERS 
RRA SM HIME AR. REAR, Bk MER ERB 
Jeg SL ETS Sa MPE ERMA EB E (5-17B)。 由 于 突变 基因 下 
AT RUE PS WR Flint) 的 切 点 , PMS AS PA Oe CSS OR 
ZE ARIE PS BESET UR ST A A, LB 

SDB AE AU Fy TE BRT EY DLT A eek, EWERS 
HTRRRERS Fl HEAR AR els POR A eG A. RA ER Pe ee T o 
这 样 ,将 行 检 的 DNA Je Rei: RR ET ee RIE EWS DNA 变性 ,然后 用 放射 性 OP 标 
ARE (eT eS RE ERT R 
FRR GAT. ERREK » REY AT WA ASSES TUE AREER TARN 在 
BEA IUER PRES BAAD FB EARS. POS AEE Z [aL — A PL SR 
SU SB 5 2 a F aie TAR A TENS RE A G 5 TR Ta EZE 
变 体 ,哪些 是 野生 型 。 

产生 了 突变 的 DNA 分 子 雇 后 就 可 以 通过 等 位 基因 代 换 的 方法 将 突变 基因 送 回 纲 胞 内 
前 原来 的 基因 组 由。 具有 这 样 ,才能 在 生理 条 件 下 检验 突变 效应 ; 从 改造 物种 的 角度 末 说 ,这 
才 竺 完成 了 定向 诱 变 的 全 过 程 。 如 果 所 和 研究 的 基因 组 很 小 , We eK ER DNA 等 ， 
方法 很 简 准 ,用 重组 DNA 技术 就 可 以 把 突变 基因 送 回 原 基 因 纽 。 比 如 ,水 病 考 DOTA. 可 以 被 
限制 酶 Hinde 和 BamHi 切 成 两 段 ， 将 其 中 一 段 丰 隆 在 哉 体 分 子 中 进行 定向 诱 变 处 理 { 载 
体 也 众 从 其 有 这 两 个 限 插 酶 的 切 点 或 事先 加 上 上 人工 接 头 ), 然 后 再 用 同样 的 限制 阴 将 诱 变 好 的 
片断 切 下 来 ,用 DNA 连接 除 将 它 与 未 经 处 理 的 片断 连接 起 求 , 即 得 到 完整 的 食 有 定向 突变 的 
wiv DNA 分 子 。 

将 定 钾 突变 的 基因 送 回 细胞 染色 体 中 老 的 情况 就 复杂 得 多 。 对 于 可 转化 的 细 划 生母 细 
BE, FY ELSIE DNA. 同 源 重 组 的 办 法 以 突变 的 基因 取代 野生 于 的 等 位 盐 固 。 要 经 过 两 次 交 史 
事件 , 伙 变 莽 因 才能 取代 野生 型 等 位 基因 。 这 里 有 两 种 选择 突变 体 的 方法 ,一 种 是 直接 选择 两 
次 交换 发 皇后 所 产生 前 转化 体 ， 这 实际 上 就 是 经 典 的 细菌 转化 方法 。 另 一 种 方法 是 分 步 选 狐 
法 ,好 在 你 一 次 交换 后 都 作 一 次 选择 。 对 于 没有 于 标 可 殿 选 择 的 突变 基因 , 往往 在 制作 DNA 


on 


亮 际 时 把 一 个 可 被 鉴别 的 术 记 (如 抗 药性 基因 ， 原 养 型 基因 等 ) 与 突变 基因 结 台 在 月 一 个 重组 
DNA 分 子 中 。 然 后 通过 分 步 选 择 并 促进 突变 基因 的 焉 代 。 图 5-18 邯 为 分 步 选 择 法 的 一 个 例 
子 ， 该 实验 的 最 终 目 的 是 将 离 体 定向 诱 变 的 卫 母 Wis3 EA UK ARAO BUR k EIE 
F hist 基因 。 弄 83 基 久 是 负责 合成 组 贷 酸 的 基因 之 一 。 用 负责 屎 喀 腻 合成 的 基因 rastë 
为 标记 与 Me MERAH. WE Urad (基因 型 为 zis3+ uraa ) 作 为 转化 受 体 。 转 化 以 后 ， 
首先 选择 具有 有 Urat 表现 型 的 转化 体 又 同时 是 Hist AAN, 然后 将 这 些 转化 笨 长 时 间 放 在 
含有 组 握 酸 航 尿 喀 啶 的 培养 基 上 生长 , 这 样 就 撤除 了 野生 型 基因 加 s3* 和 wrad* 的 正 向 选择 
上 压力， 原来 整合 进 染 色 体 的 DNA 克隆 又 可 能 通过 一 次 同 沽 交换 天 被 切除 。 有 时 切除 的 并 
不 是 原来 克 泣 上 的 isd” 和 ered, 而 是 Ms3+ uradt 这样， 染色 体 中 就 留 下 了 定向 突变 的 
Wis3” 基因 。 通 过 选择 Ura Hie~ 表 现 型 个 体 就 可 以 获得 理想 的 含有 153 基因 的 突变 体 。 到 
目前 为 止 , 丰 核 生物 核 基 因 的 代 换 只 在 苹 母 中 有 成 功 的 报道 ,对 于 高 等 动 植 物 的 核 基因 的 代 


HIS? 


通过 同 源 下 组 ， 
LER- T EETA i 


BANEN Pi H ki 
HIS3> HIS 3* 


图 5 ~ 1g FE AR BO EA he 取代 野生 型 基因 hts* 的 过 程 
(a) WA Hist SURRE SEERE A, Cb) PAIR, A1 
将 Bas 3- BABERBAL, WB? WKS TEER, 
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还 月 很 大 的 图 雁 。 对 于 高 等 植物 , 人 们 已 经 将 外 源 基 因 引 入 基因 组 。 例 如 1986 年 美国 加 州 大 
学 D.R.Holinski DHR ARAR CERERE UE Ti 质粒 插入 到 烟草 的 基因 
组 中 ， 从 而 “点 亮 ? 了 烟草 。 但 这 还 不 是 基因 民 换 。 高 等 植物 的 要因 工程 之 所 以 能 走 在 高 等 动 
物 之 前 , 主 训 是 因为 西 物 的 一 个 细胞 能 够 长 成 为 植株 ,只 要 用 培养 的 植物 细胞 进行 基 证 操作 就 
行 了 了 。 币 就 目前 所 知 ,高 等 动物 细胞 则 不 具备 这 种 特性 ,可 能 需要 开拓 新 的 途径 。 据 报道 ,1989 
年 意大利 生物 医学 技术 研究 所 和 中 国 科学 院 动 物 研究 所 先后 用 精子 作为 外 源 基因 的 载体 ， 成 
功 地 培育 出 转基因 动物 。 这 是 动物 基因 工程 的 重大 突破 。 


提 E 

罕 变 是 一 种 遗传 状态 ， 是 可 以 通过 复制 而 遗 导 的 DNA BHHAALAE, HERES 
PRAIA OR RR, SRE AAA RE, do PE RA 
PAL DAA, DELK-MALEH RAAT EARIRE. ARROREENT 
AM PLARER AMER BEAR EGMARS, 在 实验 空中 还 可 以 进行 定点 突 
变 。 条 件 型 突变 在 研究 工作 中 其 有 重要 意义 。 

能 够 抵消 正 向 突变 效应 的 突变 称 为 国 复 突 变 。 真 生 的 原点 回复 寞 变 雇 少 ， 大 多 数 为 钊 二 
点 回复 突变 。 第 二 点 回复 突变 可 以 发 生 在 正 向 突变 药 基 因 内 。， 也 可 发 生 在 其 它 基 因 之 中 。 无 
区 抑制 iRNA， 错 义 抑 制 tRNA fess deh] CRNA 是 重要 的 基 加 问 抑 制 突变 。 RAM 间接 
抑制 突变 的 花样 桂 多 ， 代 忆 性 突变 中 不 少 是 属于 这 类 突显 

ARRAADHSZ EN. MRAWMMIZYREYABA, DRE BARBER 
Al, VELA EARS EE, RRS RARE, DNA 复制 系 
ioe PARRA E AGRA i RMSE LA, PA TG RIE 
用 以 及 诱发 的 BOS FLFARE, DNA 分 了 的 不 同 序列 具有 不 同 的 突变 几率 。5- 甲 基 胞 
喀 喧 是 造成 突变 热 战 的 重要 原因 。 

利用 噬菌体 M13 HM DNA ABA VERE AY 引物 进行 咱 点 突变 的 方法 是 一 种 
重要 的 离休 定向 请 变 方法 ， 是 基 国 工 程 的 得 要 手段 。 利 用 同 源 重 组 的 原理 可 以 进行 野生 型 基 
ROAR, CAM MRELARRY HRN RAM RE, 
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第 六 章 R 
第 - 节 概述 全 


DNA 分 子 所 储藏 的 下 白质 遗传 信息 ,必须 转变 成 信使 RNA 分 于 (mRNA), 才能 到 达 蛋 
自 质 合成 的 工厂 -一 核 串 体 ,然后 ,蛋白 质 合 成 醉 系 才能 把 mRNA MARE AAE E H 
质 。 在 合成 蛋 自 质 过程 中 ,还 必须 有 能 携带 氨基 酸 的 tRNA 和 构成 核糖 体 的 rRNA。 这 三 类 
RNA 都 必须 以 DNA 为 模板 ,在 依赖 于 DNA 的 RNA 党 合 酶 催化 之 下 合成 , 包括 RNA 链 的 
起 始 .延伸 ,终止 等 步骤 。 这 一 系列 过 程 就 叫做 转录 。 在 由 DNA 一 RNA-> 蛋 自 质 这 样 一 个 认 
息 流 中 ;RNA 是 个 中 心 环节 。 这 痒 的 信息 流体 制 是 何 时 建立 起 米 的 以 及 怎样 建立 起 来 的 ， 现 
在 无 法 说 清楚 这 个 问题 。 据 认为 ,在 原始 的 生命 体 中 ， 和 遗传 信息 的 拟 带 珍 很 可 能 是 RNA, € 
同时 又 是 翻译 蛋白 质 的 模板 。 由 于 遗传 信息 需要 有 高 度 的 稳定 性 ， 因 而 在 绝 大 部 分 的 生命 体 
内 ，DNA 取代 了 RNA 而 成 为 遗传 信息 的 携带 者 。 特 别 是 真 核 生物 中 也 核 膜 煌 遗传 信息 的 
载体 与 蛋白 质 合成 场所 分 陋 开 来 ,给 细胞 带 来 巨大 的 好 处 ,使 真 核 生物 更 能 适应 自然 环境 。 在 
生物 体内 ,转录 并 不 是 产生 RNA 的 唯一 途径 。 许 多 RNA HBA LL RNA 为 模板 复制 新 
的 RNA (有 即 RNA->RNA)。 在 还 说 病 涤 中 还 能 以 RNA 为 模板 进行 及 转录 从 而 产生 互补 前 
DNA (E RNA+DNA), 

HRERARUNE 2, HERR —P. AOE RAE -PEREK 
定 是 否 要 让 该 基因 转录 。 对 于 大 多 数 基 因 来 说 ,这 是 景 重要 的 调控 机 制 3 在 有 些 情况 下 甚至 十 
唯一 的 调控 机 制 。 这 是 不 难 理解 的 。 对 于 任何 一 个 链 锁 过 程 ， 控 制 其 第 一 步 是 最 为 有 效 和 最 
为 经 济 的 。 

论述 转录 过 程 ,要 涉及 到 两 个 方面 。 一 是 RNA 合成 的 酶 学 过 程 ， 二 是 RNA 合成 的 起 始 
信号 和 终止 信号 ,也 就 是 DNA 分子 上 的 特定 序列 。 人 们 在 50 年 代 末 就 开始 了 RNA 合成 的 
酶 学 过 程 的 研究 ， 了 解 得 也 比较 清楚 :而 对 DNA 分 子 上 的 特别 序列 的 研究 ,还 是 近 10 多 年 的 
F AAR AE DNA 重组 技术 和 序列 分 析 技术 发 展 之 后 才 有 可 能 进行 研究 。 关 于 DNA 和 
RNA 的 残 基 序列 ,方向 总 是 从 5"->3"， 除 非特 别 说 明 。 对 于 DNA, 一 般 总 是 讲 非 模 板 链 的 序 
列 。 文 献上 对 转录 户 DNA 两 条 链 的 命名 稍 代 有 点 混乱 。 一 般 在 60 年 代 的 文献 上 , 常 把 作为 
转录 模板 的 那 条 链 称 为 有 义 链 (sense strand)。 而 较 新 的 文献 则 相反 , 拒 不 人 模板 转录 的 刍 
称 为 有 义 链 ， 又 称 编码 链 (00ding strand), 而 把 作为 模板 转录 的 链 称 为 反 义 链 Cantisense 
strand) 或 模板 链 (template stzandy。 本 书 一 律 采 用 这 种 新 前 表示 方法 ,选用 非 模板 链 的 序 
列 作为 有 义 链 ,其 方向 和 芯 昔 酸 序 列 都 与 这 一 区 城 转 录 出 来 的 RNA ea TAU 
BEKIME. AF mRNA, 也 容易 将 DNA 序列 直接 与 氨基 酸 的 密码 子 联系 她 求 。 这 样 , 音 链 
DNA MEHE dn 6 x 174, 其 DNA 进入 寄主 细 胞 后 必须 复制 出 一 条 互补 链 而 成 为 双 链 超 螺 放 
的 形式 ,才能 从 这 条 互补 链 上 转录 出 它 所 需要 的 RNA, ERE AMER EH ES RB 
KABA CEASA RRR DNA BM ANT EE, RAE EE, SUAS RNA 病毒 ， 
(HRB RNA 能 够 作为 mRNA RY MRNA 相同 。 刚 该 RNA 病毒 就 称 为 正 链 RNA 帝 
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Th. BLAM RNA 进入 寄主 细胞 后 必须 道 过 RNA 复制 ,产生 出 互补 链 作为 mRNA , 划 这 种 
RMA 病毒 就 称 为 负 链 RNA yea, AE RNA 病毒 分 类 的 重 村 标准 。 这 种 新 规定 已 经 作为 一 
个 常规 而 被 普 追 采用 。 不 过 要 注意 国内 外 仍然 有 少数 举 者 将 转录 的 模板 链 称 为 编码 链 或 有 义 
链 这 一 情况 。 

人 们 对 于 原核 生物 的 转录 过 程 研 究 得 较 旱 ,了 解 得 也 较 多 。 因 此 ,我 们 首先 谋 解 原核 生物 
的 转 双 过 程 。 然 后 再 讲解 真 核 生 物 的 转 东 方面 的 有 关 特 征 。. 


第 二 节 RNA 合成 的 酶 学 ~ 


一 、RNA 合成 的 基本 特征 


L BNA 的 前 体 是 四 种 核 精 核 童 三 攀 酸 (TNTP)， ATP, GTP, OTP A UTP。 在 每 一 个 
NTP 上 ,有 二 个 -OH, 一 个 在 2-G 上 ,一 个 在 8/-Q 上 。 

2. RNA 链 的 生长 方向 也 是 从 5/-r37, 被 形 三 磁 酸 加 到 新 生 链 的 V 端 ， 疝 时 除去 一 分 子 
代 艳 酸 而 生成 砍 酸 二 珊 键 。 候 碰 酸 又 分 解 为 无 机 杰 酸 ， 从 而 推动 反应 向 率 合 方向 转移 。 这 与 
DNA 复制 时 的 情况 基本 相向 。 

3， 转 录 必 须 以 一 条 DNA 链 为 模板 ， 按 照 茂 基 互 补 的 原则 进行 转录 ,因此 DNA 中 的 AY 
GO 了 将 分 别 转录 成 TO.GA。 在 一 个 转录 区 内 ， 一 般 只 有 一 条 DNA SEM RR. E 
在 转录 的 DNA 都 总 双 链 因而 正在 转录 的 区 域 的 DNA RELATE. HARE RNA 
上 的 少数 几 个 核 霸 酸 与 模板 互补 , 随 着 链 的 增长 和 RNA 聚合 酶 的 向 前 移动 , 原来 解 链 部 分 的 
DNA 又 恢复 双 链 结构 ,而 RNA BHA DNA 分 子 之 外 。 

4. RNA RAM DNA 聚合 酶 不 同 ,RNA RARER- SANAR BARRE 

— AERIS PS eT EEE RNA 链 的 5/ 未 端 保持 这 一 三 页 酸 基 团 。 

RNA 聚合 反应 可 AAD ETI RES : 

Saa 一 (NMP)。- XTP +nPPi 
Jep NTP AW aE EARE, XTP 为 RNA 链 5 BT BT AR, WY NA 链 起 始 的 第 一 
PEAR pol RRB. 
在 实验 室 中 可 以 用 TOA (CAMEO ULAR RNA 的 合成 。 体 系 中 包括 DNA gi 

板 ， wan, RNA KAR A = GR TER, REA a EAT bei CHC 
标记 或 @P AMET o- SUF E. TERA TOA, RNA 不 溶 于 TCA 而 生成 沉 

证, 而 首 体 分 子 不 沉淀 , 州 滤纸 过 滤 。 在 滤纸 上 的 涡 广 中 的 放射 性 数量 与 合成 的 RNA 数量 成 
ELK. 

RNA @RER GHEE, (ORNA RABAT DNA 上 的 特定 位 点 ! (2) 起 始 ， 
GEMERK, CEE NORE. EP Gk Meh aR, DA SEB RNA RARE. 
E.coli 的 RNA RAMAATURT Mi RNA 聚合 酶 ,其 他 原核 生物 的 RNA RARE O28 
BOTIRISH RNA FR EASA A KH 


-NTP + Xp 


Z, E. coli RNA REB 
colt RNA FES RH AP EE BTR, BD og B80 B .Bo 四 种 亚 基 的 务 子 量 分 别 为 
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36.5 K Da, 150K Da, 160K Da, 82h Da ie A FH 465K Dae, 是 月 前 已 知 的 最 大 的 
BA, 0.8.0’ o 分 别 是 基因 poA r poB rpo AlrpoD Hi. AMA Dee A RNA 
请 合 酶 可 结合 的 一 个 很 小 的 蛋白 质 (MW = 10K Da) mii o ER OA aE. 也 有 人 认 
Ao 亚 基 对 于 RNA RABIN MERA AAW BI, AK AMR E.coli RNA 
RSH A-THEN UH Nusd, SASHA. 

在 RNA 聚合 的 一 定 阶段 。oa' 亚 基 将 从 整个 的 酶 分 子 上 解 离 下 来 。 在 实验 宝 中 ， 上 用 磷酸 
纤维 素 柱 也 容易 将 o 亚 基 与 其 余部 分 分 开 。asB8B8’o RENT DT HA CS”. MoE 
基 解 离 后 的 其 余部 分 (oa687) 称 为 核心 酶 。 当 我 们 讲 五 NA RAR BRM. oT RE 
的 最 主要 的 功能 是 识别 启动 子 ,特别 是 启 支 子 上 的 了 位 点 。 绍 胞 内 哪 条 链 被 转录 ( 即 转录 的 方 
向 ) ,转录 的 起 点 的 选择 都 与 o 亚 基 有 头 。 体 外 转录 实验 中 ,用 全 酶 可 得 到 与 体内 相同 的 结果 ， 
而 用 核心 酶 时 ,模板 链 和 起 始点 的 选择 邦 有 很 大 的 随意 性 。 事 实 上 ,核心 醇 与 DNA 有 一 定 的 
亲 利 方 , 这 种 亲和力 主要 来 自重 白质 中 碱 性 基 团 与 DNA 的 得 酸 根 之 问 的 静电 引力 ,是 一 种 与 
DNA 序列 无 关 的 非特 异性 结合 。 这 种 结合 又 称 为 松弛 结 合 。 松 弛 复合 物 的 结合 常数 为 2x 
LM, 半衰期 约 为 60 分 钟 。c 亚 基 与 核心 酶 结合 , 则 使 核心 酶 产生 构象 上 的 变化 。 全 酶 与 
非特 异性 DNA 序列 的 结合 力 下 降 上 万 倍 ,结合 常数 约 为 10"M™, 半 豪 期 在 一 秒 钟 以 下 * 而 全 
酶 对 于 启动 子 的 结合 力 大 大 提高 ,在 牢固 结合 位 点 上 的 绪 合 常数 高 达 1084M-: 数量 级 gE 
可 长 达 几 个 小 时 。 

在 核心 酶 中 的 由 个 亚 基 , 其 各 自 功 能 还 不 完全 清楚 。 在 E.coli 细胞 内 , 基 些 药物 能 有 效 地 
抑制 基 内 转录 ,如 利 福 矢 素 类 药物 和 链 父 溶 苗 素 (8treptolydigin)。 前 者 能 抑制 RNA ARII 
起 始 ,后 者 能 独 制 RNA 链 的 延伸 。 实 验 也 表明 ,这 两 种 药物 均 作 用 于 8 EE, MERR E 
亚 基 与 RNA MARRS RRR ARMA RA. RMR 8 TRS RY (ii 
WARE = BRU ROBB Re RNA HAA ARRAREN. ERR ok 
Beh ATÆ Cheparin) BEM RAED MSU -S 8 UR aE A RY. AY MES 


eae 
PERM ES RAAB ASR ER SRM SO! WEE I B E2 A 
链 的 结合 。 游 离 的 a DEUS RABAT AB TA 噬菌体 侵 染 时 ,a 亚 直 上 的 
一 个 精 氨 酸 发 生 了 ADP 核糖 基 化 的 修饰 ,从 而 降低 了 RNA Fic CS H TAE FH 
HAI MARAT STA 基因 启动 子 的 类 和 力 。 这 就 表明 ，o 亚 基 可 能 参与 全 酶 和 启动 于 
的 宁 固 结合 。 这 一 这 固 结合 需要 DNA 双 螺 旋 的 局 部 解 链 3 当 RNA ARC AE Os 
动 进行 RNA 链 的 延伸 时 ， 需要 不 断 地 在 前 面 解 开 双 螺旋 ,在 后 而 恢复 双 上 旋 ， 这 些 作 用 中 能 
AWA o 亚 基 的 功能 有 关 。 

在 使 酶 中 ,so 亚 基 究竟 与 哪 一 个 开 基 结合 现在 还 不 清楚 ,全 酶 重建 实验 (reconstitabio9) 计 
步骤 是 ,24a + Boy 8, mp + A! 0,88’, BB aoap8o。 这 就 表明 ,可 能 信心 本 的 三 种 亚 
基部 参与 了 oa 亚 基 的 结合 。 

RNA FE r AELE (CIE EAERI RELI EOD o BRT RNA RAMZI, REE 
些 辅助 的 蛋白 质 因子 。 如 在 转录 终止 时 发 生 作用 的 释放 因 于 {p ASME TS, BY 
BEAD o 因子 习惯 上 算 作 RNA 聚合 酶 的 成 分 ， 其 实 也 是 一 种 辅助 因子 。 不 问 的 基因 各 
类 可 能 有 不 同 的 辅助 因子 ,例如 E.coli MPR RE o WA, RE 
馈 基 办 启 动 子 的 识别 。 许 多 哈 落 体 也 会 产生 某 种 因 对 以 修饰 寄主 RNA RANG. HFT 
BASH o 亚 基 棕 换 的 办 法 来 控制 不 同 发 育 阶 段 的 基因 的 天 达 。 

+ IBG >» 


三 、 真 核 生 物 的 RNA RER 


尽管 世界 上 第 一 个 RNA 聚合 酶 是 从 晴 乳 动物 细胞 中 分 离 出 来 的 ,但 是 直到 如 今 , 人 位 关 
于 真 核 细 胞 的 了 解 远 远 不 如 对 吾 .60L6 RNA 来 合 酶 那样 清楚 。 

真 核 细胞 中 有 三 种 RNA 聚合 酶 , 即 RNA BAM I RNA BOM I, RNA RKA BE I 
这 些 名 称 最 早 是 依据 它们 从 DEA 卫 - 抒 维 素 娃 上 洗 脱 的 先后 顺序 而 定 出 来 的 。 后 来 发 现 不 同 
的 生物 的 三 种 ENA 汪 合 酶 的 洗 脱 顺序 并 不 相同 。 因 而 玫 用 三 种 不 同 的 RNA RAAT a- 
BERR (a-amanitine) hy GORE TUT RA. RNA RGM] EERE oR MRN 
抑制 ,在 大 于 10"? mol/L ta RLA LS a Es BNA RAN OF -BEMAR 
AB HE 10 ~10-* mol /LR E FRA BI) | RNA RE OB WARE FI, MELO ~ 
10“ 时 表现 抑制 作用 。BRNA 聚合 酶 [存在 于 核 仁 中 ,其 功能 是 合成 8.88 rRNA, 188 rRNA 和 
28S rRNA RNA RAM I PETRA UE a mRNA 以 及 snRNA RNA RAN 
下 也 存在 于 核 质 中 ,其 功能 是 合成 tRNA 和 5SrRNA 以 及 转录 Ala 序列 。 在 细胞 质 中 也 能 发 
现 一 些 RNA RAMI, EAE A ee KE. SAER RNA 率 合 酷 的 分 子 量 都 在 
500KDa 左右 (14S~158) ,每 种 酶 分 子 含有 两 个 大 亚 基 和 4~8 个 小 亚 基 ， 每 个 小 亚 基 的 分 子 
最 为 10KDa~90KDa。 各 个 亚 基 的 功能 还 没有 真正 的 了 解 。 真 核 生物 也 像 原核 生物 一 样 , 不 
同 种 类 的 基因 需要 不 同 的 蛋白 质 辅助 因子 协助 RNA 聚合 酶 进行 工作 。 例 如 ER RMI RNA 
RAR ER 58 RNA 基因 时 ,必需 有 一 种 分 子 量 为 37 KDa 的 蛋白 质 因子 ,而 转录 其 他 基 
因 则 不 需要 这 一 种 蛋白 质 因子 。 此 外 在 真 核 生物 的 线粒体 和 叶绿体 中 , 均 已 发 现 少 数 RN4 R 
合 酶 ,它们 分 子 量 小 ,活性 也 较 低 ,这 是 与 细胞 器 DNA 的 简单 性 相 适 应 的 。 这 些 RNA BA 
都 是 核 基 因 缩 码 , 并 在 细胞 质 中 合成 以 后 再 适 送 到 细胞 器 中 的 。 


第 三 节 ”控制 转录 起 始 的 DNA 序列 一 一 
操作 子 和 启动 子 的 结构 2~2 - 


一 、 损 纵 元 (operom) 及 其 结构 


在 太 核 生物 中 ,很 多 功能 上 烛 关 的 基因 前 后 祖 连 成 帅 , 由 一 个 共同 的 控制 区 进行 转录 的 控 
制 。 包 括 结构 基 因 和 控制 区 以 及 调节 基因 的 整个 核 茸 酸 序列 半 做 操 级 元 。 操 纵 元 的 控制 区 由 
两 个 部 分 组 成 。 就 乳糖 操 雏 元 来 说 ， 从 结构 基因 潮流 而 上 而 紧 谷 结构 基因 的 部 分 叫 散 操作 子 
(operator), “TAN JEM G 基因 ) 产物 月 过 表白 的 结合 位 点 。 图 蝇 蛋 自 本 身 有 两 个 结合 位 
点 ,一 个 是 与 操作 子 结合 的 ,叫做 操作 子 位 点 ! 另 一 个 是 与 诱导 物 结合 的 ,叫做 诱导 物 位 点 。 当 
细胞 中 没有 诱导 物 时 ， 阻 喧 蛋白 与 操作 子 结合 , 而 使 操作 子玉 后 面 的 结构 基因 处 子 关 闭 状 态 # 
当 细 胞 中 有 诱导 物 存在 时 (一 般 来 说 ,诱导 物 的 浓度 >> 操 作 子 的 浓度 ), 则 阻 巡 蛋白 与 操作 子 
解 离 并 与 诱导 物 结合 , 这 时 操作 子 及 后 面 的 结构 基因 处 于 开放 状态 ,使 RNA RAS A 
辣 执 行 其 转录 功能。 操作 子 好 比 一 道 电气 开关 ， 控 制 其 后 面 的 全 部 结构 基因 的 开 闭 。 从 操作 
子 青洲 流 而 上 ,就 是 另 一 个 控制 区 域 , 荐 做 肩 动 子 (promoter)。t 启动 子 对 于 转录 前 起 始 十 分 重 
要, 下 而 将 专门 讨论 记 动 子 结构 。 加 ,co8i 的 乳糖 操 级 元 的 启 油 子 和 操作 子 的 结 宰 示 子 图 6-1。 
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二 、 厌 核 生物 的 启动 子 结 构 


ERAP, M mRNA 开始 转录 的 位 点 以 上 ， 都 是 启动 子 的 摩 列 。 长 度 从 20bp 到 200 
bpr. Eeli 的 氏 粮 操纵 元 的 启动 子 有 85 RRS 6-1)。 整 个 启动 子 可 以 分 两 个 前 
分 ,上 游 部 分 是 OAP-eAMP 结合 位 点 ,下 游 部 分 是 RNA 聚合 酶 进入 位 点 。 每 个 位 点 又 可 下 
分 为 两 部 分 。0AP-cAMP 结合 位 点 包括 了 位 点 I 和 位 点 了 。RNA RAMI AA TA 
别 位 点 和 结合 位 点 。 i Ea 

转录 过 程 中 有 儿 人 重要 的 宴 件 发 生 在 启动 子 上 ，RNA 聚合 能 识别 DNA HRR eR a. 
以 合适 的 构象 相互 结合 ,打开 DNA 链 及 进入 需要 转录 的 碱 基部 位 ,然后 开始 合成 。 这 一 系列 
事件 ， 主 要 是 由 启动 子 的 碱 基 序列 和 RNA 来 合 隋 的 o SY Ee a PORE 
还 需要 一 些 辅 助 性 者 白质 。 这 些 事 忻 可 以 分 为 三 步 , (1) RNA 聚合 酶 缚 合 到 识别 位 点 上 ， (2) 
移动 到 一 个 起 始 位 点 上 # (53) 建立 一 个 所 滑 开 放 福 启动 子 复合 物 (open~promoter complex), 
现在 人 们 已 经 用 DNAase RAR RE TAT, 确定 了 受 RNA 聚合 酶 保护 
的 片断 和 与 RNA 聚合 梅 紧密 接触 的 位 点 。 现 在 ， 人 们 已 经 并 清 楚 数 以 首 计 的 启动 子 的 核 准 
BFS). TSM. ANE mRNA 开始 转录 的 一 个 破 基 ( 转 孙 超 始 点 ) 定 为 +1， 沿 转录 方向 
顺 流 而 下 均 用 正 值 表示 4 潮流 而 上 的 启动 子 部 分 , 区 用 负 值 客 示 (图 6-1)。 

1. Pribnow 4%. H 6-2 R&T E.coli g E.coli We Wa GRAYS BUT A TT PP CES 
们 都 能 为 E.coli RNA 聚合 酶 所 识别 的 )。 人 们 发 现在 ~ 410 左右 的 一 段 核 昔 酸 岸 列 中 ,大 多 包 
仿 个 ATAAT 序 列 或 是 稍 有 不 同 的 变化 形式 ,如 果 用 TATPu.AT 来 表示 , WE. JOE 
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底线 的 工 称 为 保守 了 ， 它 存在 于 月 前 已 知 的 拖 乎 记 有 启动 子 中 ， 一 般 位 于 -6 到- 9。 头 两 个 
BEME TA fiih 3/4 以 上 。 这 祥 的 六 核 背 酸 序列 称 为 Pribnow 种 ， 册 于 在 ~ 了 功 位 点 内 
近 , 所 以 又 称 为 -10 序列。 不 局 的 启动 子 , 其 位 置 略 有 不 同 ， 一 般 都 让 -4 到 -13 的 范围 之 
内 。Pribnow 框 的 一 至 序列 为 Te。 AosTisAgoAsoT vs, 

Pribnow #' MRNA WA BEREY 


lac-UV-5 CG) TATAATG |TOTGGA 
fa02 AC ! TATAATA (GACAGGG 
‘RNA? cal rateaza loacecce: 


PR GT] GATAATG lorreca: 


T7A3 cal TACGATG \pACCACA 
‘Lac Ww) cal TATCTTG [TGTGGA 

Pp cz| caracre [ees 
人 7A2 AG| TAAGATA {CAAATCG 
svið CT] TATAATG lanzaAcA 
ERRA, - Tgoäp5TysA6oA50T96 


图 6-3 若干 启动 子 的 pribnow 框 


Pribnow (EE RNA RORE EAA UE ARESE. ERE AEF RNA R 
EMERSA, ALAA AT 的 Pribnow 框 内 的 DNA RUBE SE RSA”. AR 
扩 天 到 17 AERA, FRNA 聚合 酶 形成 廊 亩 开放 性 启动 巴 复 合 物 。 从 而 使 了 NA 聚合 
诲 定向 。 使 之 找 硕 注 方 向 移动 而 行使 其 转 录 功 能 。 

2. Sextama 烂 。 对 于 大 少数 启动 子 来 说 ,在 RNA 聚合 菁 覆 盖 的 部 分 还 有 一 个 重要 的 区 
域 ,叫做 Gextama 框 ， 其 位 置 在 ~ 35 WE, BULL ml ~ 35 序列 (图 6-3) ,其 一 致 序列 为 : 
ToT saGypAcsCss Asse ~ 36 序列 是 RNA 聚 合 酶 初始 结合 位 点 sRNA RAKE or 亚 基 识别 
VL AW RNA 到 合 酶 识别 位 点 。 其 实验 证 据 是 ， 当 NA 聚合 栈 所 保护 的 片断 提 
线 以 后 再 加 入 RNA RAR AMR A A Em RNA Ree ZH, H Hind 1 在 
~ 35 序列 上 切断 DNA, 则 RNA RARE RIN A ESE eB TB Ee 
WETA Hy RTE IE — 35 序列 中 和 -10 序列 附近 (图 6-4) o TI JLX TS ATE BEAY 
全 点 。RNA RAMA T — 35 序列 ,然后 才 结合 于 ~ 10 序 浏 ,至 于 RNA RARMAN 
个 位 置 上 转 到 另 一 个 位 置 上 ,过 去 曾经 流行 一 种 * 滑 动 "的 俱 说 ,现在 昌 不 能 排除 这 各 假说 ,但 
不 太 像 是 滑动 。 有 些 实验 证 据 表 明 ， 可 能 是 o EER- 35 序列 并 与 之 结合 。 帕 于 BNA 京 
合 栈 分子 很 长 ,大 约 能 标 黄 70bp 的 DNA 序 列 。 因 此 了 酶 分 子 上 的 一 个 适合 部 位 就 能 达到 ~ 10 
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-40 Sextama -20 Pribnow +4 
1. laec CCAGGCTTTACACTITATGCTTCCGGCTCCPATGTICTGTGGAATTG 


2. fd G2  cimpraatgcaarrcacerrocrrcrcacATAATAGACAGCGTAA 


3. am, coccercfifiacaraaaTaccaCnacocaifATACIbaccaca toad 
We PR crécengigacaarrrraccrcraccccTPATARIPGTTScarGTa 


S.tRNALTYE CTAACAGITTACARCCGCGCCTCATTTGARATGAIBCGCCCOGCTT 


PEAT BNE TB AG SC SANS ; ， ++ TgghgsTasAgohsotosd 
?bp 
6-3 几 种 启动 子 的 Sextama ff, Pribnow EUA RSUN 
EUR BY 线 表示 Hind IYA 
- 40 730 -20 -10 +1 
GGCACCCCA GGCT TTACACTPTATGCTTCC COCTCCTATGTTGTOTGGAATTG 


AAA A AA 


图 6-4 影响 启动 子 活性 的 六 个 s 启动 子 突 变 体 ， 公 表示 碱 基 缺 失 
fad 模板 结合 


RNA RED 


` 1 I DNA 


-3 - 转录 起 始点 


tbo 全 酶 内 -35 序 列 向 ~ OFA 


tol 


图 6-5 eee 动 子 复合 物 的 形成 示意 图 
MEERA INAHA MIE, MERRER- 到 十 2 
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序列 区 城 。 茸 分 和 一 且 与 一 10 序 列 铺 含 久 后 ,就 立即 从 识别 位 点 上 解 离 下 求 ( 图 6-5)。 

-35 序列 的 重 覃 性 还 在 于 ,这 一 序列 的 核 彰 酸 结构 在 很 大 程度 上 决定 了 启动 子 的 强度 。 
RNA 聚合 酶 很 容易 识别 强 启动 子 , 而 对 弱 启 动 子 的 识别 较 莹 。 而 Pridnow 框 的 碱 基 序列 通 
过 影响 开放 性 启动 子 复合 物 的 形成 速度 而 控制 转录 。 这 两 个 序列 是 决 定 启动 子 强 度 的 重要 因 
He BOR, 细胞 可 以 出 此 来 调节 单位 时 间 内 所 转录 的 mRNA 分 子 数 , 从 而 控制 蛋白 质 的 合成 
速度 。 ' . 

在 Pribnow fi A] Sextame EZ MEP IHR BE, BAR PA ERE 
RRR RDA, RT AZ A PP, SEN, UAE] 
ZRA 17Dp eR RRR. KAT PRAY 15~20bp, 距离 的 大 小 地 可 
能 是 决定 岂 动 子 强 庶 的 因素 之 一 。 

3. CAP 位 点 “上面 我 们 已 经 讲 过 ， 调 节 茜 因 记 产生 的 阻 蜗 蛋白 通过 与 操作 子 以 及 诱导 
物 (例如 乃 情 操纵 元 中 的 别 乳糖 ) 相 互 作用 而 实现 对 基因 转录 的 调控 ,这 是 一 种 贫 洞 控 机 制 。 细 
胞 中 许多 大 因 的 表达 还 存在 着 … 种 下 调控 机 制 , 例如 ,如 果 吾 .coli 在 合 有 有 糖 和 葡萄 糖 的 培养 
JPA, MATER BG as Td SL Fe EPR DE A Ls a a HR 
Be ip (hm AT Pee ag et cAMP, cAMP SHE ACAP (cyclic AMP receptor protein) 
合成 复合 物 ， 这 个 复合 物 再 与 启动 子 上 的 GAP 位 点 结合 。 这 样 ,启动 子 上 的 进入 位 点 方 能 与 
RNA RAMS. FUR, SAA AAR, cAMP 不 能 形成 , CAP 也 就 不 能 与 启动 子 上 
it) CAP 位 点 相 结合 ,启动 子 上 的 RNA 康 合 酶 进入 位 点 就 不 能 结合 RNA 聚合 酶 。 这 样 ,一 个 
操纵 元 中 的 一 组 基因 就 有 两 道 控 制 开 关上 只 有 两 道 开 关 同 时 打开 时 ,基因 才能 够 转录 。 

FATA A+ CAP 铺 合 位 点 ， 一 个 是 看-70 到 一 50( 位 点 T)， 另 一 个 是 在 ~50 到 
一 名 (位 ID REM BASA be ey CP 6-6)， 这 似乎 是 炎 多 数 强 结合 位 点 的 特 
TE. 位 点 T 是 一 个 很 弱 的 结合 位 点 ,但 是 当 cAMP-CAP 复合 结合 于 位 点 工时 , 位 点 E 结合 
cAMP-CAP 复合 物 的 能 方 显著 提高 。 这 也 就 是 所 谓 协同 效应 (cooporativity)。 一 旦 位 点 下 
被 占据 ，RNA RA TEA IRA 39 序列 结合 , 然后 再 与 一 10 序列 结合 (图 6-7) 。 
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ERO, WERD CAP, 尽管 乳糖 启动 子 的 -85 序列 和 - 10 序列 存在 并 保持 完整 ,但 
是 ~35 序列 不 能 很 好 地 结合 RNA RAM M Pribnow HMMA RNA RAM, MEB 
浏 的 是 一 个 闭合 的 启动 子 复合 物 。 也 就 是 说 ， 在 这 个 起 始 区 域内 的 DNA 双 螺 旋 结 构 不 发 生 
粘 解 作用 ,开放 涉 启 动 子 复合 物 不 能 形成 ,也 就 无 法 开始 转录 。 据 认为 , 乳 精 户 动 耶 的 Pribnow 
EPH TATGXTT 序 列 ,其 中 心 的 一 个 GO REA TIRK R EE, Ae RNA 泰 
合 酶 还 不 足以 诱导 其 焙 解 。OAP-cAMP 复合 物 的 结合 , 使 OAP 位 点 并 MERES GOK 
域 双 蜡 施 结构 稳定 性 降低 , 因而 使 Pribnow 框 的 米 解 温度 降低 ,从 而 促进 了 开放 性 启动 子 复合 
WINTER. RT IRA TM DF RIK loc UV 5 的 研究 支持 上 而 的 观点 。 在 iao-U7- 
5 的 Pribnow jih, ATE ARMM (GA, TA), 其 序列 为 TATAAT, ERE OAP 的 
人 情况 下 ,也 能 形成 开放 恬 和 启动 子 复合 物 , 进行 有 将 的 转 景 。 这 可 能 就 是 因为 中 则 的 G-O 磊 基 对 
的 圳 失 降 低 了 双 螺 旋 的 稳定 性 ,使 RNA EAB ZENS. CAD 的 情况 下 也 能 诱导 其 溶解 。 

使 启动 子 围 时效 室 上 升 的 突变 称 为 启动 子 上 升 突变 (Promotor up mutation)， 使 转录 | 
效率 下 降 的 突变 风 称 为 启动 子 下 降 突变 (Promoter down mrtation)。 上 升 与 下 几 是 NTE 
一 个 启动 子 在 突变 前 后 而 言 。 在 不 同 的 户 动 子 中 ， 很 可 能 甲 户 动 子 下 降 宽 变 后 的 转 时 效率 仍 
然 高 隆 乙 启动 子 上 升 突变 后 的 转录 效率 。 一 般 说 来 ， 各 特异 性 序列 趋向 于 一 至 序列 的 突变 以 
及 Pribnow 框 与 Bextama HEZ MER F 17bp 的 突变 均 未 现 为 上 升 罕 变 ; 相 反 ， 则 产 
朱 下 降 突 变 。 然 而 。 在 我 们 预言 启动 子 突变 效应 时 ， 也 常会 失败 。 很 可 能 因为 某 种 序列 特征 
在 那个 特定 的 启动 子 中 并 不 适用 甚至 必须 排除 ， 也 可 能 在 上 述 儿 种 特异 储 序 列 之 外 的 基 个 琴 
革 或 几 个 蔗 基 对 那个 启动 子 是 必需 的 。 这 些 基因 的 转录 很 可 能 还 需要 有 和 蛋白 质 辅助 因子 的 参 
Me 


=. BH RNA RARZRORE DNA 上 结合 位 点 的 方法 


RNA RAMA Pik, 能 与 DNA 分 子 上 许多 碱 基 同 时 结合 。 鉴定 RNA RARE DNA 
上 的 结合 位 点 ,对 于 研究 转录 过 程 是 十 分 重要 前 。 

t, DNAase 法 RNA MRAMBAAT DNA, REMA DNA 内 切 核 酸 酶 。 核 酸 酶 将 天 部 
分 DNA BRR RPE RR EE, et RNA RAR BRN RAMA TK. AA 
止 DNAase 的 作用 ， 除 去 RNA 聚合 酶 ， 即 可 分 离 到 被 保护 的 DNA 片断 。 这 种 片断 一 般 为 
49bp 左右 。 但 是 这 种 方法 很 难得 出 了 NA RAGNE DNA STREKI Boy & 
部 分 的 核 背 酸 对 于 DNA ase 党 有 不 同 的 敏感 性 。 在 过 量 DNAase 的 作用 下 ， 这 一 部 分 DNA 
都 被 水 解 掉 了 。 妥 得 到 更 好 的 结果 ， 可 以 采用 踊 印 法 (footpzinting)， 幅 印 法 的 大 致 原理 如 
下 ;将 结合 有 RNA 聚合 酶 的 DNA 用 限制 酶 切割 ,得 到 一 个 共同 的 端点 , eA Re 
放射 性 标记 (例如 用 Klenow 片断 催化 3° HRS ERIC, Be REE BERR AP REE) 5 端的 标记 ) 。 
用 微量 的 DNAaseI 部 分 水 解 这 个 酶 -DA 复合 物 。 在 不 受 RNA RAMS WEI, Ai 
PR BRR EBA WT ARS) DN Asse WERK, 但 同一 个 分 子 上 只 有 少量 (如 1 一 个)? 切 点 ， 鉴 
THAW MARR, HRA, RAL RNA RAM ERIC L Be 
大 小 , 并 可 以 确定 其 DNA 序列 。 这 个 方法 的 原理 与 DNA 序列 分 析 的 原理 基本 上 是 相同 的 。 
用 脚印 法 得 出 的 从 NA 聚合 酶 保护 的 DNA 范围 是 从 一 多 一 一 名 测 +20 这 样 大 的 60 一 70bp。 
实验 还 发 现 ，RNA RANI DNA 双 岂 旋 的 两 条 链 的 结合 并 不 对 称 ， 这 与 单 链 转 录 是 一 至 
的 。 - 
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用 DNAase 法 不 能 给 出 RNA BAR DNA 的 空间 作用 位 点 。 而 下 述 的 歼 酸 二 甲 本 法 
可 以 达到 这 一 要 来。 

2. ARAPA RR AS EEG 的 7 位 甲 基 化 名 态 的 3 位 甲 基 化 )， 
而 与 RNA 来 合 降 紧密 接触 的 曙 叭 就 不 能 被 甲 基 化 。 当 RNA RARI DNA 的 一 段 序列 结 
AH, ,其 中 许多 碱 基 并 不 是 处 于 紧密 结合 状态 ， 因 为 两 种 分 子 在 形状 上 并 不 完全 互补。 在 用 
DNAase 测 得 的 RNA Hee RT BA TE) Pe GR Se, RR RNA 聚合 
TOR A BEIRA RLA OAL REY ae ABN OO RA, 这 些 核 音 酸 虽然 处 于 RNA ie OBE 
盖 范 围 内 ， 但 并 不 与 RNA Be eR RH, RE ALY AD UE SS iT La oe a 
位 点 。 WARREN AAR A ARAN DNAase 却 不 能 ? 这 是 由 丙种 分 子 
的 相对 大 小 所 决定 的 。 因 为 在 RNA 覆盖 区 域内 , 有些 部 分 最 不 完全 接触 , 但 两 种 分 子 之 间 室 
REANA Å. RRE SS RAE A ERS ERARE EA MRT DNAase R Heft 
J Te BS RAE HT ER e 

以 上 两 种 方法 示 于 图 6-8。 


外 =A 或 RNAR SR 
1 =C 或 了 7 
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图 6-8 RNA RARS DNA 的 相互 作用 ,为 了 清 岂 起 见 ， 图 由 
REH DNA 前 一 条 链 ， 实 际 上 是 双 链 IDNA。 
… (a) DNAase 法 ! (b) 硫酸 二 申 酯 法 。 
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真 核 生物 有 三 种 RNA RA, S-HPTH BMA FRB, RNA AMIR 
录 rBRA， 只 有 -种 启动 子 类 型 。RNA RAW I 负责 蛋白质 基 因 和 部 分 snRNA 基因 的 转 
录 , 其 启动 子 结构 最 为 复杂 。HNA RAM E 负责 转录 tDNA 和 58rDNA, 其 启动 子 位 于 转 
录 的 DNA 序列 之 内 , 称 为 下 游 启 动 子 。 我 们 首先 讲解 RNA RAN I 的 启动 子 缚 构 , 然 后 再 
叙述 RNA FEA UA FM BUT. AT RNA SRS Ti SUF He RC A eB A 
FCB) HOHE. . 
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1 RNA ROM I 的 启动 子 结构 ”人们 比较 了 上 百 个 以 核 生物 RNA RAR OM a) 
子 述 背 酸 序列 ,发 现 真 核 生 物 的 启动 子 是 多 部 位 结构 (maltipartite)。 主 要 有 四 个 部 位 ,其 中 
前 三 个 部 位 是 大 多 数 启动 子 都 具备 的 。 -， 

CL) HAF ALA Coap site), MSE RR, HAS A( 注 意 , HIRED, 
BMSAAT HARARE. A E.coli 转录 起 始点 的 所 谓 *OAT HR 
大 的 比例 ， 并 非 全 部 ) 相 一 致 。 其 中 A 为 转录 起 点 。 

(2) TATA jE: 义 称 Hogness 框 或 Goldberg-Hogness 框 。 其 一 致 序列 为 ， 


A A 
Tea An Tes Aes Aa CAA LIA AT RENBIR, RADA EHH G0 RE 


37 aT 

对 的 在 在。 然而 ,在 TATA EW MA Ee GO 碳 基 对 的 序列 ， 这 也 是 了 ATA 框 发 
挥 作用 的 重要 因素 之 一 。 定 ATA 框 一 般 位 于 ~ 25 附近 。 除 这 一 点 外 ,其 结构 与 功能 均 类 似 子 
原核 生物 的 Pribnow 框 。 离 体 转录 试验 表明 ，TATA 框 决定 了 转录 的 起 始 点 的 选择 。 也 就 
是 说 RNA RAMA TATA 框 牢固 结合 之 后 才能 开始 转录 。 由 于 RNA 聚合 酶 有 相对 固定 的 
拓 半 形状 ,其 结合 位 点 与 催化 位 点 之 间 的 距离 也 是 固定 的 , 这 就 决定 了 起 始点 的 选择 。 休 外 转 
录 试 验 表 上 明 , 加 使 超 始 点 序列 缺 失 , 娶 合 酶 会 在 同样 的 距离 选择 起 始点 。 上 内 不 过 为 了 选择 A 可 
以 前 后 偏离 1~2 Reo, KR TATA 框 的 基因 可 以 从 一 个 以 上 的 位 点 开始 转录 。 
有 些 真 核 基因 的 启动 于 没有 TATA 低 , 例 如 海胆 HAAR, BUA TATA 框 并 非 转 
录 雇 必 需 。 然 而 ， 绝 大 多 数 真 核 基因 都 有 TATA HE, Mi EEA E — ane eit aR aE 
是 强烈 的 下 降 突 变 。 因 此 ,这 样 说 可 能 更 妥当 些 , TATA 框 是 绝 大 多 数 真 核 基 因 的 正确 下达 所 
DAR ERA TATA 框 移 基因 表达 过 程 中 可 能 雁 存 着 某 种 兰 代 机 制 ， 这 种 机 制 可 能 涉及 到 
RPRARA THRE DNA 序列 的 共同 作用 。 近 来 发 现 ， 归 类 末端 脱氧 核 并 本 转移 栈 TAT 
BA MMR TATA 要 ,但 它 含有 一 个 17bp 的 称 为 起 始 子 的 序列 (initiator, 简写 作 Inr), 
该 序列 位 于 转录 过 始点 附近 ,从 -6 到 +11(CCOTOATTCOTGGAGAOC)。 实 验 下 明 , 起 始 于 
序列 本 身 能 决定 转录 起 始 的 精确 竹 , 但 转录 效率 低 ， 而 TATA 框 ,8V40 的 GC RE PAG TE 
序列 的 上 游 均 能 提高 转录 效率 但 不 政变 转录 起 始 的 精确 性 (8.T,Smale and D. Baltimore, 
Coll 57: 103, 1989), 

(3) CAAT HE, R- EF I A GGOAATOT, 一 般 位 于 - 75 附近 , 虽然 名 为 CAAT 
框 ,但 其 中 头 两 个 委 的 重要 性 并 不 亚 于 OAAT gio MPERA GG, 则 免 了 的 BRE 
白 基 因 的 OAAT 框 变 为 TTCOAATOT, 其 转录 效率 只 有 原来 的 12 驳 ， 该 框 中 其 他 斑 基 的 缺 
矢 也 导致 转 孙 效率 的 急剧 降低 。 这 就 表明 ，OAAT HEM MERAH RRR, CAAT HE 
的 存在 较为 普遍 。 除 0AAT 框 之 外 ， 真 核 生 物 的 启动 于 还 有 许多 其 他 类 型 的 上 游 启 动 子 成 
分 ,它们 可 能 同 祥 控 制 着 转录 起 始 的 频率 。 

对 真 核 生物 启动 于 的 分 析 要 比 原核 启动 子 困难 得 多 。 真 核 生物 的 突变 体 的 诱导 和 鉴定 很 
维 , 迄 今 尚未 发 现 真 核 启 动 子 的 突变 体 。 真 校 RNA 聚合 酶 所 保护 DNA 的 大 小 和 序列 也 还 设 
有 鉴定 出 来 。 目 前 使 用 的 主要 手 眉 是 离 体 转录 。 

(4) MIRT (enhancer), LKX LWY Adar upstream sequenoe), 一 般 都 在 一 100 以 
上 。 月 前 研究 得 较 多 萄 增强 子 序列 主要 是 SV40 的 两 个 正 向 重复 的 73bp 序 别 (一 107~ 一 178 和 
一 173 一- 250) 以 及 多 痛 病 毒 的 244bp 的 增强 闻 序 列 。8YV40 的 72bp 重复 序列 的 增强 子 作 
ATI TER 
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a. MRR T TATA HOUR AR IN SOP TATA 杠 的 转录 都 有 增强 效应 。 和 但 对 前 首 的 
增强 效应 高 。 

hb， 上 距离 效应 ， 离 72bp 重复 序列 近 的 容易 起 始 转录 。 

o HERE: 转录 方向 窗 开 72bp 重 仇 序列 的 起 始 序 列 优先 转录 ,而 朝向 72bp 重 复 序 列 
KWARA., MEER- EAF AAS ERER ERRA 

d， 细 胞 类 型 的 选择 ， 在 小 鼠 STG 细胞 杯 贝 ， 多 次 病毒 的 增强 子 作 用 高 于 8V40 的 增强 
FE Hele 细胞 中 ,8Y40 增强 子 则 比 多 疾病 毒 增强 子 作 用 高 5 a 

关于 增强 子 的 作用 机 制 。 人 们 一 直 在 进行 探索 。Chambon 等 人 曾 提出 ，72bp BRHF 
是 RNA RAM 工 的 双向 进入 位 点 。 在 这 里 结合 之 后 ，RNA RAR ITAA THA 
BD, PRAMS TATA ER RARE TATA 框 的 起 始 位 点 。 在 离 体 转录 系统 中 
人 们 并 未 观察 到 72bp 重复 序列 的 增强 作用。 奇 怪 的 是 ,有 些 蕊 因 并 不 对 这 一 增强 子 作出 反应 ， 
如 人 的 oa- 环 蛋白 基因 在 缺少 这 一 增强 子 时 照样 转录 ， 而 人 的 8- 珠 蛋白 基因 又 强烈 地 依 束 村 
这 种 增强 耶 。 另 一 方面 ， 在 兔 的 8- 珠 蛋白 基因 下 游 3300bp 的 位 置 接 土 72bp 重复 序列 也 有 
增强 作用 。 这 藉 双 息 进 入 位 点 的 假说 难以 解释 和 的。 增强 子 的 作用 具有 细胞 或 组 织 的 特异 性 
表明 ,可 能 在 特异 性 的 细胞 或 组 织 内 存在 着 增强 子 的 某 种 调节 蛋白 质 。 一 个 符 曾 的 例子 是 免 
疫 球 蛋白 基因 。 在 它 的 转录 区 域内 存在 着 一 个 增强 子 序列 ， 邑 它 是 该 基因 启动 子 的 下 游 序列 
墙 器 子 。 这 一 增强 子 上 只 有 在 卫 淋巴 细胞 中 才 是 活跃 的 , SRR AIA. BO AA 
的 例子 是 小 鼠 乳 瘤 病 毒 的 启动 子 的 上 游 大 级 - 100bp 处 , 有 一 个 增强 子 序列 , 它 是 固 醇 类 激素 
与 其 受 体 蛋 白质 所 形成 的 复合 物 的 结合 位 点 。 当 激素 一 受 体 复合 物 结合 到 增强 子 序列 土 之 后 ， 
不 但 能 促进 其 下 游 方向 的 基因 的 转录 ,再 且 能 促进 其 土 游 方 回 的 基因 的 转录 。 因 此 * 增 强 子 这 
一 顺 式 调控 成 分 仍然 是 通过 与 之 结合 的 反 式 调控 因子 而 起 作用 的 ( 详 见 第 九 章 )。 人 们 曾经 提 
th Z-DNA 与 载 强 子 作用 机 制 的 关系 ,但 看 来 可 能 性 不 大 。 

2. RNARSB LATS at EARI 58 RNA 基因 的 启动 子 监 别 以 前 ,人 们 总 
兹 试图 在 转录 起 始点 的 上 游 方向 找 出 一 个 基 酉 的 启动 子 。 实 际 上 ,58 RNA 基 因 的 启动 子 位 于 
转录 区 内 ,在 转录 起 始点 下 游 50bp 之 后 。 以 非洲 鲸 蟾 的 久 母 细胞 提取 液 作为 体外 转录 体系 ， 
以 不 同 长 度 的 SS RNA 基因 (缺失 部 分 以 非特 异 DX 妆 序列 代 玲 ?为 模板 进行 转录 , 结果 发 现 ， 
Shoe + 50 以 前 的 序列 和 缺失 + 83 以 后 的 序列 痢 能 正常 转录 ,而 唯 独 +50 一 二 8 这 段 序列 不 可 
缺少 。 把 这 段 DNA 序列 搬入 任何 DNA 中 ,RNA 聚合 酶 下 都 能 识别 并 起 始 转录 ,转录 起 妇 点 
在 其 土 游 方向 50bp 左右 的 一 个 嗓 叭 碱 基 。 这 自序 列 就 是 58 RNA 车 因 的 启动 子 ,这 样 的 位 对 
转 党 起 始点 下 游 的 启动 子 又 称 为 内 部 启动 学。 

BNA 聚合 酶 下 不 但 能 转录 OS RN A 基因 ,而 且 还 能 转录 TRNA 基因， 部 分 anRNA 基因 
以 及 腺 病毒 的 VA 基因 。 这 些 基 因 也 郡 是 内 部 启动 子 。 但 是 ;这些 基 因 的 启动 子 与 58 RNA 
eA AEA, 它们 是 由 不 连 鳞 的 两 个 区 域 所 组 成 ,靠近 5 方向 的 称 为 六 区， 第 近 3 方向 
的 称 为 BB 区 。 对 于 BNA 基因 来 说 ,A 区 相应 于 RNA 分 子 的 DD 辟 , 而 B 区 相应 于 tRNA 分 
了 的 TVO 咎 在 各 区 积 卫 区 之 间 的 序列 是 可 变 的 ,而 且 有 时 在 反 密 码 环 上 有 内 元 ;但 是 么 区 
狐 卫 区 之 癌 的 距离 有 所 限制 ,不 能 过 长 。 由 些 可 见 ， 各 种 tRNA 结构 的 相似 性 ,不 仅 是 决定 于 
它们 携带 氨基酸 这 一 功能 的 相似 性 ,而 且 还 类 定 于 它们 转录 的 起 始 各 转录 后 的 处 理 ( 见 后 面 记 
述 )。 有 趣 的 是 ， 原 核 生 物 tRNA ER ACH A 区 和 B 区 的 结构 ， 但 这 些 基因 是 由 
LARS RRR, CBE Se RNA 聚合 酶 基 何 时 演化 出 尿 的 ， 现 在 还 不 清楚 。 
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58 RNA SA aT A AE BY A BC+ 50-~ 460) FB EC +70~ +80), (JE BK 
MEPS) FBP AER, Sp, SS RNA RW ASTI} MS OO 区 
C4+80~ 490), DUR Sa) RNA RARE UKA BaF os Ha T E 6-9 。 


28; ARE OL 
FARAH 
一 一 一 一 一 一 一 ~ 一 ~ 一 ~ 一， 
Sam a SI 
UL 50 60 83 120 
LAR 
(D arm} or (TW oem) a 
tRNA 一 一 一 一 一 7 > eee) 
“419 20 0 60, 80 
WA RNA —t H ce | HOA I io 
4 1 24 59 69 100 
WE re z, 
OOTA aT mf ` 
tiui] mege. mw 办 GT- Bel Beu TA Re 
IRBERNAM® å TOGCocAaGce=GG GGsTCGARACE 
VAI HGGre18GT-GG GGTTCGAacCG 


TBEM ss AsGOc aAGCAaGG GOTTAGracs® 


a HIRSS HN VAT ANA SOO RSA RY 
四 Ba RNA Rr og 
fi6-9 5S RNA,iRNA,VA RNA HAW) Saye 
BAA RMB RRM, 

RNA RAM UAT WW AA Sak? 上 述 儿 类 RNA 的 聚合 酶 页 的 启动 
THESAWHERAT TF UCMTFILB, XF ERNA 基因 和 VARNA 基因 来 说 ， 只 和 需 要 
TPO 和 TP 下 B, 甚 至 有 的 只 需要 TFHO 这 一 个 因子 。 而 对 于 58 RNA 基因 的 启动 子 , 除 了 
需要 1 了 FHC 和 了 FP 下 B 之 外 , 还 需 一 种 37 了 Da 特异 的 RNA RAMU WHERE SIFA, 对 
PERNA RAH, TPLOERHAT B 区 ,其 次 是 A 区 。 而 对 于 58 RNA 基因 来 说 ， 由 子 
B 区 序列 与 一 到 序列 相差 较 多 , 面 必须 先 有 了 FHA 与 B 区 和 区 结合 ， 然 捕 TFHLO MYE 
白质 与 蛋白 质 的 相互 作用 以 及 直接 与 DNA HEE AAS BAO TEIA UA AKH 
结合 。 在 各 种 正 类 启动 子 中 较 保 守 的 A K 除 丁 提 殿 转录 因子 鱼 合 的 信号 外 , 可 能 还 与 RNA 
ROMUINTH RAN RAR. 就 像 BNA RA LAST ny TATA 框 一 样 。 当 
TFIO ARUS. 就 形成 了 稳定 的 预 起 始 复合 物 LRA TTIEB HA LRM ARIES 
物 工 。 由 于 预 超 始 复合 物 能 够 稳定 地 结合 于 非 模板 链 上 ， 因 此 能 够 刺激 若干 次 转录 而 不 是 马 
上 被 置换 。 这 一 过 程 未 于 图 6-10。 

尽管 这 几 类 基因 的 转录 是 RNA RARI MASA TH 同 作用 的 结果 ， HÆ 
起 始 位 点 附近 的 序列 对 于 转录 频率 确实 有 所 影响 。 局 如 有 些 tRNA 基因 序列 完全 相同 , 但 其 

上 省 序列 不 同 ,造成 转录 频率 的 很 大 差异 。 
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图 6~14 FEA HARTTIWA OS RNA 基因 的 启动 子 与 
转录 因子 和 RNA RAS i 相互 作用 示意 图 
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LARLY, Y e 亚 基 与 核心 酶 形成 全 酶 后 , 全 酶 与 非特 异性 DNA 序列 的 结 台 力 显著 
下 降 ( 结 合 常数 下 降 )， 举 豪 期 极 大 地 缩短 。 这 使 得 全 栈 有 可 能 采取 快速 的 尝试 一 一 铺 误 的 方 
A (trial and error) 去 寻找 启动 子 。 当 o 亚 基 发 现 其 识别 位 点 时 ， 全 酶 就 与 ~35 序列 结合 
(初始 结合 ) ,形成 一 个 封闭 的 启动 子 复合 物 。 可 能 由 于 RNA 毒 合 酶 全 酶 的 分 子 很 天 ,其 一 端 可 
以 到 达 - 10 序列 ,然后 由 于 某 种 机 制 , 整 个 酶 分 子 岗 ~ 10 序列 转移 并 与 之 牢固 结合 (此 时 在 操 
作对 下 必 茹 没有 阻 光 蛋 湖 存在) 于 后 -如 序列 及 起 始 位 点 处 发 生 局 部 解 链 , 一 般 汶 12~17bp。 
这 时 的 全 醇和 启动 子 的 复合 物 称 为 开放 性 启动 子 复合 物 。 圭 闭 性 启动 于 复合 物 和 开放 性 启动 
于 复合 物 均 为 二 元 复合 物 (binary complex)。 因 为 具有 全 酶 和 DNA 这 两 种 成 分 。 在 并 放 性 
启动 子 复合 物 中 ,RNA 请 会 醇 上 的 起 始 位 点 和 鞍 长 位 点 被 相应 的 校 苔 酸 前 体 充满, 在 6 亚 基 
WHE FER RNA RP RR OR, Aih RNA RA DNA 模板 和 新 生 的 RNA 
链 所 组 成 的 复合 物 称 为 三 元 复合 物 Gernary somplex)。 三 元 复合 物 形 成 之 后 ,oc AT MS 
解 离 下 来 ,致使 三 元 复合 物 中 核心 酶 与 DNA 的 亲和力 下 降 到 非特 蜡 性 锐 合 水 平 以 下 这样 ,省 
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图 6- 11 转录 的 起 始 过 程 


心路 继续 合成 RNA 链 而 不 致 中 途 脱落 。 转 录 起 始 过 程 东 丁 图 6-11. 

第 一 个 被 转录 的 DNA MAEA EE? 这 个 问题 还 不 能 确切 地 回答 。 这 个 起 始 转 录 
的 碱 蕊 总 是 在 离开 保守 大 约 6~9 核 背 附 的 范围 内 ; 式 同 国 的 碱 AIEE ERER MCAT 
AHMAD LEA. WE A RNA RAMA A E Pribnow 性 上 ) 与 聚合 活性 
HRCA MERA Le ST AEREE LA ARR TR O 
RIT. E RNA 聚合 酶 上 有 两 个 被 背 酸 位 点 ,一 个 是 起 始 核 背 酸 位 点 ,一 个 是 延长 核 昔 酸 位 
A. PRR RPE RRL, BILAR PSLRA Ee) 充填 了 延 
Ki SERRE SRE I, THAR — THR, RNA 链 起 始 合成 之 后 , 超 始 位 点 
就 充当 了 RNA 的 37 未 端 位 点 ,而 彗 长 位 点 的 职能 不 变 。 任 铝 一 个 吏 酸 二 耳 键 的 形成 都 必须 
要 使 成 键 的 奢 基 与 模板 链 互 补 。 否 则 就 会 被 排斥 出 来 。 这 个 功能 和 催化 功能 一 样 ， 可 能 都 是 
有 亚 基 产 生 的 。 

ARER SV 可 以 紧密 地 结合 于 RRNA RAEN 6 亚 基 并 阻止 起 始 位 虑 的 充填 。 一 旦 二 
核 昔 酸 RNA PRUA HESE SV 就 不 起 作用 了 。 面 利 福 平 能 多 许 二 核 TR RNA 的 形 
Ro BEL RNA 囊 合 酶 的 移动 ;然而 , 如 时 在 三 核 蔡琴 形成 以 后 ， 利 六 平 也 就 没有 作用 了 。 
Kut, ABS SV MA PRE RNA 链 的 起 始 作 用 的 掉 制 剂 ， 而 不 是 链 的 延长 的 抽 制 剂 。 
这 两 种 药物 广泛 地 应 用 于 RNA 合成 过 程 的 研究 。 人 们 对 核心 酶 的 拓扑 结构 了 解 得 十 分 有 限 ， 
只 能 祖 据 已 有 资料 加 以 推测, 得 出 一 个 核心 酶 与 DNA 和 BRNA 结 合 关系 的 可 能 模式 (图 6-12) 。 
需要 摧 出 ， 图 中 任何 一 个 位 点 都 汪 有 在 核心 酶 上 明确 定位 。 特 别 是 解 旋 酶 活性 (unwinaase 
actyity) 利 再 旋 酶 活性 (rewindase aetivity) 以 及 有 关 的 拓扑 学 问题 了 解 得 很 少 。 人 们 的 初 
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SEAL TR RARE TOE RNA BERR”, OLA FRAR, “E 
LA" aR I, Le AR a DNA 分 子 旋转 ,而 是 DNA TERE 
能 性 较 大 。DNA SFIR RREA LT Er DNA ERR ARAN. AN E 23 geal 
DNA eee ABE PS 81 78 Ee SE PS IIE BG So 


ARNEE q PAER mem mitt 


起 始 位 点 和 ENA 
3° ER 
图 6-123 =ARAAMAT ENRON, Re 
BARR TM EE MY DNA By] T = ff DNA RNA 
PEREST 10 倍 以 上 。 

BUEN RNA 链 与 模板 形成 的 杂交 双 链 很 短 。 用 胰 脏 RN Aase Shee RRR, HTE 
IÈ RNAase 能 切断 单 链 RNA 而 不 能 切断 RNA-DNA 杂交 分 子 , 续 果 得 到 大 约 10 个 碱 基 的 
RNA 片断 。 但 是 这 10 个 碱 基 中 多 少 是 受到 DNA 的 保护 的 (形成 毛 键 ), 多 少 是 受到 RNAR 
合 酶 保护 的 ( 窗 间 作用 ) ,现在 还 不 知道 。 有 人 推测 只 有 两 个 左右 核 音 长 能 与 DNA 形成 氢 刍 
而 配对 形成 杂交 状态 。 ME DNA 合成 中 的 引物 可 长 达 50~60 个 核 音 酸 均 与 DNA 形成 气 键 
结合 。 为 什么 有 这 样 的 区 别 ,其 原因 还 不 清楚 。 

关于 真 核 生物 转录 的 起 始 机 制 ,现在 还 不 很 清楚 。 其 原因 在 于 转录 机 构 十 分 复杂 ,特别 是 
RNA RAM I 的 转录 起 始 。 从 寥 动 子 结 构 方 面 来 说 , 它 包 含 了 许多 启动 子 成 分 ,每 一 种 工分 
部 有 六 应 的 蛋白 质 因子 与 之 结合 ， 这 些 蛋 白质 因子 总 称 为 转录 因子 。 在 众多 的 转 莹 因子 中 ， 
DAE I 类 基因 转录 岂 共 同 需 要 的 ? 哪些 是 不 同 亚 类 的 基因 所 特有 的 ? 在 一 个 基因 启动 子 
的 许多 启动 子 成 分 上 ， 是 否 全 要 结合 有 相应 的 转录 因子 才能 起 始 转录 ? ST E aE 
AMR? RAAF? 这 些 问 题 都 还 没有 明 确 的 结 沦 。 据 信 , RNA RA 
酶 I 进行 的 转录 除了 需要 TATA 框 及 其 蛋白 质 结合 因子 TFT ID 外 ， 至 少 还 需要 两 种 启动 子 
成 分 及 其 蛋白 质 结合 因 子 。 以 上 这 些 问题 都 已 在 进行 广泛 的 研究 ， 其 起 始 视 制 的 清 果 轮廓 不 
入 将 会 出 现在 我 们 面前 。 

RNA 合 以 速度 大 约 为 每 秒 30 一 50 ARFER. (EE, RNA 链 的 延长 ， 并 不 存 以 恒定 速度 
进行 的 ， 有 了 时 会 降低 速度 或 延宕 。 这 是 延长 阶段 的 重要 特点 ,其 原因 还 不 很 清楚 。 人 们 发 现 ， 
HMM TBA G-C 对 的 模板 以 后 约 8 至 10 个 碱 基 , 则 会 出 现 一 次 延宕 。 和 如 果 在 突变 体 中 ， 
G-O- 盘 .下 , 则 减少 延宕 。 如 果 在 连 纺 的 G.G 对 之 阁 共 有 一 个 生字 对 ,把 这 个 入 ' 工 变 为 GO， 
WARNERS EL. GRRE MIP Rede RNA 链 的 终 小 和 释放 过 程 中 起 重要 作用 。 
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第 五 节 HG 录 的 终 qe see? 


转录 过程 开始 以 后 。RNA BALI DNA 移动 ， 继 续 合成 了 NA 链 。 这 条 RNA 链 
在 蛙 一 个 位 点 合成 完毕 并 释放 出 来 呢 ? 这 个 问题 是 无 法 通过 比较 RNA 的 序列 与 模板 的 序列 
向 得 出 。 这 大 因为 细胞 中 看 在 着 强烈 的 RNA 随 活 性 。3/ AAR AUER PR SEP» 
3 来 庙 还 要 加 上 Poly(A) 尾 巴 。poly(A) 尾 色 并 不 是 直接 加 在 原初 转录 物 的 3 未 端 , 面 是 27 
FEN BE A EAT. AM RNA 的 3" 末端 不 像 5 末端 那样 具有 明显 的 标志 (三 本 
酸 基 团 )。 具 前 鉴定 转录 终止 位 点 都 是 依 知 体 外 转录 体系 。 由 于 RNA RAR 作用 受到 
许多 参数 (如 离子 强度 ) 的 影响 ， 因 而 体外 转录 得 到 的 终 焉 点 并 不 能 证 明 体 内 转录 也 是 在 这 一 
点 上 终止。 然而 ， 庆 幸 的 是 。 人 们 已 经 发 现 了 若干 种 RNA (原粮 生物 的 ) 在 体外 转录 中 得 到 
的 号 体内 分 腐 妈 的 完全 半 样 。 这 总 人 们 能够 发 现 丝 此 序列 的 得 要 根据 。 


一 、 终 止 序列 和 释放 因子 


人 们 通过 比较 着 干 原 桩 生物 RNA 终止 位 点 附近 的 序列 。 发 现 终止 信号 存在 子 了 NA 这 
合 酶 已 经 转录 过 的 序列 之 中 。 这 种 提供 终 赴 信和 导 的 序列 就 称 为 终止 子 (terminator)。 终 止 子 
可 以 分 为 两 类 。 一 类 是 不 依赖 子 蛋白 质 铺 转子 而 能 实现 终止 作用 。 另 一 类 是 依 明 蛋 白质 稍 因 


oimwan) 子 才能 实现 终止 作用 。 这 种 蛋白 质 
i yoy ` METHAERAF, 通常 又 称 p 
ed | 因子 。 
p n S 
5° REDRAAGGCHOCTTTNGGAGCC IT MTIET 3 TIRITA $e TA IE UR 
3 TA TTTCCOACG AAACCTCCGAAA, AAAAA 5° fe. MRA ASMA RE 
/ PERL MSC PSEA OB 
wah sere Le 个 ?~20bp) HL PARRA E 


ME 


-BERRE MOPAR RE 
般 距 转录 终止 点 16 一 2tbp。 两 类 终 
赴 子 的 不 同 点 是 : 不 依赖 p 因子 的 
REFRA AA ORE 
对 ， 在 退 文 序列 的 下 游 方 向 又 常 有 
6~8 A AT Bhat RS RL BEE Wy 
A) (图 6-18) MRM o AT 
FCP Pa GC MA 
HEME TRE a A E 

SAUU UUUUU 3 ERE HA-T ot te — H es 
图 -1 Ecot HO RREATNRRAE 止 子 低 ( 图 6-T4)。 | 
子 序列 《不依 下 因子》 终 灶 子 是 如 何 实现 终止 的 作用 

呢 ? 终止 信号 是 在 DNA 水 平 上 发 生 作 用 还 是 在 RNA 水 平 上 发 生 作 用 的 呢 ?7 上 上 一 我 们 

讲 过 ,RNA RAMEE KNBR RNA 的 速 庶 不 是 恒定 的 。 在 通过 一 段 富 含 GO RS 

AZ A 8 一 10 碱 基 则 会 出现 一 次 延宕 。 这 是 了 解 终 小 作用 视 制 的 重要 线索 。 终 止 了 中 的 带 
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PPpPPpamaqdana a 
re eee 
eeacannran 


AS LRA 人 
r ! 1 y 
mersa [$$ 


LI -一 
5' OOTOTATCCATTTATPTGCATACATTORA ICKT 3° 
3° CCACATACOTAAATAMACGTATGTAAGTTACTT 5° 


| 


maa 


转录 


cnda 
POAPOPTAOANG 


SEG UUCAAUCAA3* 
PL 6-14 EREA 1 Ta 终止 子 序 力 ( 依 各 于 “网 了 了 


文 序列 在 DNA 中 形成 十 字形 结 狗 的 可 能 性 是 很 小 的 ， 因 为 从 能 量 上 来 说 是 不 利 的 。 而 且 ， 

RNA 聚合 酶 已 经 转录 了 通 文 序列 。DNA 即使 再 形成 十 字形 结构 对 RNA BARBERS 
什么 影响 。 可 能 的 应 该 是 在 终止 子 授 文 译 列 处 转录 出 来 的 RNA 形成 二 级 结 移 , Bree 
移 (Stem~Joop)， 又 称 发 天 结构 。 这 样 的 柄 - 鸣 晓 结构 可 能 与 RNA 聚合 酶 的 某 种 特定 的 空间 
HRA MET RNA 链 从 三 元 复合 体 中 进一步 贞 外 释放 ， 因 而 造成 转录 作用 移 高 度 迁 
Fo PAHALTEREA ONDER EK, HRS G-OSERE, BA 
KARK. -PARKET (各色 和 氨 酸 操纵 元 的 终止 子 ) 一 般 产 生 60 BW Ea PAGE 
杭 - 陷 唉 结 攀 ,并 不 足以 使 转录 终止 ,还 需要 模板 上 通 文 序列 后 面 的 富 含 A&/U FILEE AR 
操 级 元 的 终止 子 中 , 由 模板 上 一 和 过 此 的 和 转录 出 若干 个 本。 由 子 dA 和 zU ZAHAR A 
碱 基 谁 集 力 很 弱 ,RNA 和 DNA 杂交 部 分 很 容易 拆 开 ,于 是 三 元 复合 物 争 体 ，RNA RERNE 
MENA EAP, SMT RR, SLAP ASE TRE. a RNA Y oe 
MA SAU, 有 时 6 个 口 。 总 之 ,有数 个 碱 落 之 蓝 ( 图 6-15), RAT p WFR 
但 醋 部 9.0 对 含量 较 低 (因而 延宕 时 间 较 短 ), 而 且 罕 通 灾 序列 的 下 游 序列 中 也 常 读 乏 连续 的 
A/U. AT, 在 了 NA 聚合 天竺 录 了 通 文 序列 之 后 ,虽然 发 生 一 定时 间 的 延 寄 , 但 是 如 果 没 有 
PIAS HE, bd RNA 来 合 醇 会 继续 转录 下 去 ,这 就 罚 做 通读 (readthrongh)。 当 p 因子 存在 
时 ,转录 才能 终止 。 需 要 指出 前 是， 即便 是 不 依赖 于 p ATERT E p ATEEK HE 
TEAR. ETIE, WP Ke Ps GO AeA DL SSI ET A 
FR, BRERA ITT RE GLY ak NAT, RRR rk, Fl RS T 
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的 终止 作用 是 通过 转 泽 成 RNA TH 

PRT MAR PORTE TA RUSCHLAIUE? p AAPA rhe MAARRE Ab) 85 K Da ty) 
ERE RAR. TERK. CAMERE, AEE REN] 
另 一 种 是 NTPaso HE, HARE PEAR. p 因子 是 ; 
i] DNA TA RNA R RNA RANT PEACE RSE? SE SEA. RAAI RISB A 
链 存 在 时 ,p AT AGRA STPase iiti, RAA. p 因 于 可 能 结合 正在 合成 中 的 RNA 
BEAN 5 ACS ARR ND BRIER A S W 37 方向 移动 。 而 RNA 聚合 酶 在 终 正 子 处 的 
较 长 时 全 的 延宕 给 予 p 因子 以 过 直 的 枢 含 。 博 - 叹 尼 结构 中 柄 部 的 结合 力 越 强 , 延 宕 时 间 也 就 
Rid oe APG RNA 形 合 酶 相 玉 作用 而 造成 转录 的 终止 ,RNA KANN p 区 子 都 从 
“EPR. SAT SPAR RNA 聚合 酶 在 妊 何 地 方 发 生 延 罕 均 打造 成 转录 隐 终 引 , 也 
了 本 p 因子 与 RN 人 RAREN o EER RNA DNA 的 相互 作用 ， 也 
的 DNA 序列 。 这 个 序列 可 能 就 是 紧 靠 旬 文 序 列 下 游 的 一 段 DNA 序列 。 由 这 

由 来 的 RN 入 与 借 宏 的 结合 力 必 须 避 殖 一 定 的 数值 ， 才 能 配合 P 因子 与 RNA R 
合 酶 前 作用， 实现 转录 的 终止 :如 东 商 于 这 一 数值 ,项 则 上 不 能 产生 终止 作用 MRR E ik 
SU PRR Be, RET p 因 了 的 终 正 子 。p 因子 对 于 不 依赖 于 p 因子 揭 终 下 
王 终 正 作 用 的 加 强 心 说 明了 各 种 终 正 子 出 于 共 序 列 不 同 而 具有 不 同 强度 。 可 以 推 想 ， 在 细胞 
ARE PERRY P 本 子 流 度 的 铺 况 下 ,各 终 下 子 的 终止 将 素 电 是 不 同 的 。 因 此 ,细胞 由 转录 终止 
现 ,不单 是 产生 BNA Wo Rt, 同时 也 是 基因 调控 的 一 种 途径 。p 因子 的 作用 和 下 面 密 
齐 的 只 获 体 的 抗 终 下 蛋白 的 作用 都 是 对 基因 表达 的 油 控 。 

p ATERAT RNA RARR? 根据 突变 体 的 研究 ， 了 NA RAB GERM EA 
{rp2B) 的 突变 可 以 隆 人 性 信物 ATRETAN, RNA RAN 8 亚 基 共 困 还 有 一 种 
突变 + 能够 恢复 突变 的 p 因子 的 促进 转 了 终止 的 能 力 。 这 些 都 说 明 RNA RAY A MEDS 
HA e 因子 的 相互 作用 。 出 此 可 以 推测 ,p 因子 可 能 与 RNA 聚合 酶 的 8 亚 基 作 用 ,将 嵌 合 于 
RNA 聚合 酶 空间 结构 中 的 RNA 链 “ 抽 ”出 来 , 世 就 是 p 因子 利用 水 和 解 NTP 放出 的 能 量 , 拼命 
向 外 末端 移动 ,与 RNA RSM RNA 链 的 3 末端 , 从 而 促使 RNA RAREN RNA E 
W DNA 链 。 

p 因子 是 否 能 与 终止 子 作用 ,还 需 看 它 是 否 有 机 会 进入 RNA 链 的 5 末端 并 沿 着 访 NA 链 
向 芭 端 移动 。 当 翻 详 作 用 旺盛 时 ,RNA 5 ARREK ,核糖 体 就 会 一 个 接 一 个 地 绪 合 上 去 ;p 
HRSA Fie. MI p 因子 结合 上 去 , 也 只 能 跟 在 核 精 体 后 而 排队 ,而 RNA RAR 
BAM TROT p 因子 的 然 止 子 。 只 有 当 依赖 于 p PT Zi REARS, BRE 
在 无 义 凯 码 子 上 解 将 下 来 ,p BFA OT ABEL RNA 来 合 酶 从 而 实现 终止 作用 。 这 世 就 是 
为 什么 周一 个 转录 元 里 近 基 朵 (proximal gone) 的 一 个 无 义 突变 能 阻 正 远 基因 (distal gene) 
RAAE (Polarity) 的 道理 (图 6-15)。 这 可 能 是 无 义 突变 的 极 性 效应 的 主要 原 
因 。 此 外 ,mRNA 形成 的 二 级 结构 也 可 以 导致 极 性 现象 。?Aho 基因 的 突变 如 sA (to suppross 
Lolarity) 训 能够 排 制 无 义 罕 变 的 极 性 效应 ， 这 是 不 难 解 的 。 当 sw4 存在 时 ， 无 义 突 变 就 不 再 
造成 转录 在 内 部 依赖 于 p 因子 的 终止 子 上 的 终止 。 


二 、 终 止 与 抗 终止 及 抗 终止 因子 
各 种 生物 对 于 其 不 局 发 育 阶 段 的 基因 的 表达 采用 不 同 的 控制 手段 。 前 面 我 们 已 经 讲 过 ， 
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图 4-15 WAT ¢ AF Ae FRM BIEN Sete, MAETR AT Ay 
RARER, BUPA RPL. 
G) BNARGWARRBEWH, (b) p RF SuRNARS, AHEM 
HOLT, BRA BNA Ke ARR MTSE, MERRER, HAEE 
RARR: (0) RNA REBELS, EFAN Bae 
HK, o AFERA ERNA RATS, Toes AP (EA TELL RNA 
RAN, IAT DLA APR (SR AE ALTER ODER), (4) 野生 
HH, RNA RABENA, SERENE, 4 EE 
ERRETZE: MERRER, RNASE RE at aD 
SURE DUE RA BLE 
SERB OM o 亚 基 的 办 法 3 六 .co8i MER TI 在 基因 1.1 之 前 的 基因 均 用 湖 主 的 
RNA RARER 而 从 基因 1.1 GAA RNA SAE (基因 1 产物 ) 进行 转 
录 : 如 .foli 噬菌体 入 风采 用 依赖 于 p ATR 以 及 通过 抗 终止 因 于 的 抗 终止 作用 素 控 制 不 
同 稻 段 的 基因 的 麦 达 。 
和 HED RSE PD RA TG A Wats RL eZ BMRA Ae PRM Is (有 向 》 
晚 斯 操纵 元 (图 86-16)。 和 阻 过 蛋白 操 织 元 只 食 有 一 个 基因 即 of 基因 ， 其 产物 为 阻 过 蛋 睛 。 
左 到 早期 操纵 元 主要 编码 与 重组 有 关 的 蛋白 质 。 右 向 早期 操纵 元 主要 编码 与 DNA 复制 有 关 
WEE. KARO TA eA, ES MAMA, eA 
BE ORE SS, RET EK RA, 包含 20 多 个 基因 。 由 于 四 个 操 
织 元 的 大 小 不 同 。 完 成 操纵 元 内 全 部 基因 转录 的 时 间 也 不 同 。 在 37C 时 四 个 操纵 元 的 全 部 
转录 了 时间 分 别 为 1.6.4.13 分 钟 (图 6-16)。 
's 20$> 


(48502bp) 


AMRA 


加 6-18 TRAE 
《1) PRRARAR, ABFA Pu, (2) AMP, BATI Pus 
(3) 右 向 早期 操纵 元 ， 启 动 子 为 Ph; 4) 《 右 向 ) 醒 期 癌 纵 元， 启动 子 为 
Pr’, HOPPRE PES cf BSH As E Pe, Pi fl Pag, 

TET RTE SRST mRNA Ze SS RB oe BT ee th BARNA, 
AE PURPA SCN FT eS SA MRNA, AMR BT 因子 的 终止 作用 以 及 早期 下 
BEARER EE EF EA CE) 6-17)。 PEPSI RR A RT 
PAT MAF tu, Eco RNAR CRM Pr 转录 至 此 产生 MENA LDL。 在 右 向 星期 操纵 元 
中 ， 有 两 个 依赖 于 p 因子 的 终止 学 tastes 和 一 个 对 于 抗 终止 作用 不 敏感 的 终止 子 te WE 
RNA RAB Pe 开始 转录 产生 mRNA 有 1。L1 为 极 星期 基因 了 的 转录 产物 5RI 为 极 早期 大 
因 ero( 过 去 称 为 to 妨 的 转录 产物 。 两 个 早期 操纵 元 的 其 余 基 因 称 为 巡 旱 期 基因 。 由 于 极 时 
WAN 的 表达 ， 其 产物 似 白 质 对 (以 下 写作 PR) 能够 阻碍 travtnivtas 的 终止 作 用 ， 才 能 够 
使 早期 操纵 元 中 的 迟早 期 基因 得 以 才 达 。 转 录 产 物 分 别 为 3.R2、 有 3。 隐 期 操纵 元 从 Pa' 开 
Baie EPR op PAY tps 处 终止 转 录 ， 产 生 一 个 194 个 碱 基 长 的 68 RNA。68 RNA 
不 编码 任何 蛋白 质 其 功能 还 不 清 椒 。68 RNA 转录 活动 很 可 能 是 晚期 基因 园 录 的 前 导 。 由 
于 mRNA Rê h Q 基因 的 表达 , 使 转录 在 ta 处 不 再 终止 ,以 使 束 个 晚期 基因 得 以 转录 产生 
mRNA R(E 6-17). HAAN AQ WRAL Ts LRH LEA. 

PN 和 PQ Hira RERE? 这 两 个 抗 终止 因 取 的 作用 具有 窗 度 的 特异 性 。DHN 主要 
ERAT ta 和 ta 这 两 个 依赖 于 p 因子 的 终止 子 , 然 而 PN EMA p AR 
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图 6-17 1 孜 菌 体 基 因 的 亿 温 式 转录 。 汉 线 代 表 2 DNA 基因 写 在 双 线虫 面 } 

DNA 上 的 作用 位 点 写 在 双 线 中 间 ; 上 面 的 虚线 能 头 表示 调节 局 白质 作 办 位 

H FEH L1, L2, Ri, R2, R3, R4, RS 为 mRNA, 
不 起 作用 。 如 果 用 寄主 的 依赖 于 p 西子 的 终止 子 取代 和 噬菌体 的 全 :或 tmyp 则 又 能 产生 
抗 终 止 作 用 。 这 说 明 BR 的 抗 终 止 信号 不 在 终止 子 上 ， 而 是 在 和 终止 子 的 上 游 某 段 序列 上 。 
现 已 证 明 ，pN APMIS, eet, BH Pis 另 一 个 是 nwt R, EK ta, HP 
nut 即 为 改 自 质 村 利用 位 点 的 意 虹 (PN utilization)。 也 就 是 说 ， 两 nut 位 点 对 于 RN Bre 
制 转 针 的 基因 (N 和 oro) KARRERAN. mil EFNA m wut 则 位 于 
tro RAR. Fit nut 位 点 均 为 17bp 的 序列 。 左 右 两 个 nwt 的 序 济 具 相差 一 个 碱 基 对 , 每 
个 序列 中 者 包含 5bp HRB, i 

AGOCCTG.AAPUAAGGGGA 


TCGGGACTTPyTTCCCGT 
PN 生成 及 后， 首先 结合 于 out 位 点 。 当 RNA AA Re a net 位 点 时 ,PN Gg RNA F 
AMAA ENT RNA 集合 辽 的 构象 。 使 之 不 租 理 桌 终止 子 tri 或 tp (图 6-18), 


PN oun 位 点 周全 有 RNA Bt A Be 


Tm tr 


nuik RI 
RNAR SA TRENT RARER 


H HA mRNA 


< CI 


Aor 
A OT 


6-18 当 RNA SRA BR out 位 点 时 ，PN 与 之 结合 ， 
REP RHA IRF ty Mt THR 
进 早期 基因 广内 的 多 基因 mRNA 
为 了 进一步 分 析 PN 的 作用 机 制 ， 从 大 肠 杆菌 中 分 离 到 许多 可 以 抑制 PN 抗 终止 功能 的 
突变 体 。% 蜂 蔡 体 不 能 有 效 地 感染 这 些 突变 体 , 因为 除了 极 早期 基 央 外 ,* 履 菌 体 的 绝 大 部 分 基 
因 不 能 得 到 下 达 。 这 些 突变 位 点 中 有 一 些 位 于 "po 基因 上 ,这 说 记 EN 像 p 因子 一 样 ， 是 与 
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BODEN 8 ERRET MHA. 

另 一 些 突变 位 点 位 于 Pws(N utilization substance) fi jk, Ep aAa bze, 
nusB Al ntts 吾 。 居 来 知道 ,2us 吾 就 是 核糖 体 小 亚 基 蛋白 S10 的 基因 。 

NusA 的 功能 与 ON 的 作用 密切 相关 。》 MPR I 基因 的 一 些 突变 体能 够 克服 pzs4 突变 
体 对 于 抗 终止 的 卸 制 作用 。 休 外 实验 也 志明 ，NnsA 和 PN 很 容易 相互 结合 ,因为 PN 为 分 子 
量 13.5KDa 的 温 碱 性 蛋白 质 , 衣 Nunsa 为 69KDa 的 酸性 蛋白 质 。NusA 在 6 因子 存在 时 ， 
能 在 许多 终止 子 处 有 效 地 进行 终生 作用 。Nus 和 的 作用 与 p 并 不 相同 。 但 二 者 的 作 用 是 环 补 
的 。NusA 可 以 与 核心 酶 绪 合 形成 abe Nuust 复合 体 , 但 不 能 与 全 酶 结 合 。 当 把 ” 亚 基 加 到 
BB'NusA 复合 体 中 时 ,NusA WE FR. MTS ARR eo 亚 基 解 
离 , 然 后 NusA& 加 入 进来 形成 ma88’NusA 复合 体 ,由 这 个 复合 体 在 DNA FE a, Nusa LE 
解 离 下 来 。 当 转录 终止 后 , 这 个 复合 体 从 DNA 上 解 离 下 来 。Nus 或 当 动 解 离 , 或 被 5 AE 
ER. DRE RMR RB Lb Nus 加 入 迁 来 ,还 不 清楚 ;很 可 能 在 延长 阶段 的 狂 何 时 潮 
者 可以。 这样 ,Wasa ho 亚 基 一 样 ,是 作为 RNA 聚合 酶 的 一 个 亚 基 成 分 ， 一 个 负责 转录 起 
始 , 一 个 负责 转录 终止 。 

HAG AE, LR NusA 与 核心 酶 的 结 会 是非 序列 特异 性 的 ,其 荔 能 在 于 促进 转 深 
的 线 灶 。 当 这 样 的 复合 体 胃 到 net 位 点 时 ,一 个 分 子 的 S10, 一 个 分 子 NusB, NB EA 
A Nusa 的 复合 物 先 后 加 入 进来 ， 与 原 有 的 一 个 Nusa 分 子 构成 转录 的 延伸 控制 肪 粒 了 COP 
(elongation control particle), HOP 通过 NusA 分 于 与 聚合 酶 核心 酶 相连 结 , 同时 还 与 已 
经 转录 出 来 的 RNA 相连 结 。ECP 的 作用 机 再 还 不 完全 清楚 。 


三 。 真 核 生 物 转录 的 终止 


对 于 真 核 生物 转 深 的 终止 信号 和 终止 视 制 了 解 得 很 少 ， 共 主要 困难 在 于 很 难 确 定 原初 转 
孙 物 的 3/ 末端， 因为 大 多 数 基 央 在 转录 后 很 快 进行 加 工 , 无 论 是 mRNA,tRNA KE rRNA 
AL. MS MRNA RU, HRA 3' 末端 一 般 都 接 上 oly (A) FF A, 2 Ti, Poly (AD FF 
FEHR AMER A, TL EAD BE. RATEI BOPP 
上 去 。 我 们 虽然 已 经 了 解 产生 这 个 反应 的 RNA RAEHAN i AE CRNA terminal 
riboadenylate transferase) 所 需 的 RNA 序列 特征 〈4AUAAA)， 但 仍然 无 法 确切 地 知道 
mRNA 转录 的 终止 点 。 病 毒 SV40 的 终生 位 点 已 经 经 过 研究 ， 很 像 E chi 的 不 依赖 p 因子 
的 终止 子 , 兴 一 个 发 夹 线 构 ,末端 带 有 一 连 串 的 U。 人 们 将 不 需要 poly(A) Fe EIN a Ase 
突变 后 注射 到 扑 错 孵 每 细胞 中 。 如 果 突 变 厂 基 破 坯 了 发 来 环 酉 部 双 螺 旋 结 构 的 形成 ， 则 炉 检 
转 关 的 终止 ;站 时 增加 栖 部 双 链 结构 的 稳定 性 ， 山 可 更 有 区 地 终止 。 可 郊 , 二 级 结构 的 形成 中 
具体 的 碱 基 序 列 更 为 重要 。 这 种 二 级 结构 对 转录 的 终止 作 用 同样 发 生 在 RNA 水 平 上 。 然而 ， 
对 于 绝 大 多 数 具 有 了 Poly (A) 尾巴 的 mRNA 的 转录 在 何 处 终 目 ,目前 仍然 不 清楚 。 据 推测 ， 可 
ERE BERE ATHEA 

对 于 RNA RAN M, 体外 转录 与 体内 转录 产物 相同 , REAR OR KETE RN A 
KARRIER RG SS RNA 的 3 末端 为 4 个 口 ,而 这 四 个 U 的 前 后 均 为 富 售 GC 的 序列 ， 
这 都 分布 在 富 含 GC Hp FR TU 个 以 上 ) RIERREN RNA 来 合 酶 I 转 录 的 终 
正信 号 。 这 种 序列 特征 高 阁 保 守 ， 从 酵 耳 到 人 都 很 相似 。 任 何 改变 这 种 岸 列 特征 的 突变 都 将 
导致 甫 起 ,而 且 当 改变 这 赛 聚 工 序列 后 ,还 阻碍 产物 的 转 归 后 处理 小 鼠 OS RNA RET Se RR 
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止 发 生 在 一 排 23 个 A db, AX Alu 序列 的 转录 有 80% 终止 在 连续 的 9 个 入 外 。 这 些 序列 
特征 崇明 , RNA RAR I 能 够 识别 DNA bi eA RRR ERI 
模板 结合 力 较 弱 。 除 RNA RAMOLAR SS, OEP REAMES RAT SSR IE 
作用 。 


第 六 节 ”转录 后 她 理 (一 ) ”转录 产物 的 修饰 
真 被 生物 mRNA 的 帽子 和 尾巴 se 


在 真 核 生 物 中 ,几乎 全 部 的 上 成熟 mRNA MA Ay OUR PAN, KEBLE mRNA 还 同时 
REY RARE. REHM mRNA 的 重要 特点 。 


一 、 at 

仿 管 真 校生 物 的 mRNA We RR LR eS Re ppp 或 pppG)? 领 头 的， 但 是 人 
们 用 RNAase HARAN mRNA m EES pops 或 pppG, 而 是 得 到 一 个 以 5 一 
5 三 磷酸 二 琵 刍 相 过 的 二 核 音 酸 , 而 且 5 端的 一 个 核 昔 酸 总 是 可 一 甲 基 鸟 音 酸 。 这 样 ,成 热 的 
ImRNA 分 子 并 没有 自由 的 S i MRNA 区 端的 这 种 结构 就 称 为 幅 子 。 不 同 的 真 核 生 物 的 
mRNA 共有 不 同 的 帽子 ， 同 一 种 识 核 生物 也 当 具 有 不 同 的 帽子 (6-19)。 现 在 还 不 清楚 ， 同 
一 种 mRNA ESRA- MET. LR N- FESR) WARTO Mesa 
mrCppPX。 单 细胞 的 真 核 生 物 ( 如 酵母 ) 只 具有 随 子 0。 如 果 在 原来 转 录 物 的 第 一 个 核 普 酸 的 
2/-0 位 上 产生 甲 基 化 , 则 构成 梢 子 RT 9 部分}， 其 符号 为 m'GpppXm。 这 是 除了 单 
URE RIOR WN ER. SCE, 如 果 第 一 个 核 背 酸 是 
A 的话 ( 大 多 数 如 此 ) WE AN 位 上 还 有 一 个 甲 基 。 在 有 些 真 核 生物 中 ,在 第 二 个 核 赤 本 


MERA. EMP IS 
TEPER (大 多加 此 ; 


H 存在 也 有 
hea ane 


7T-PRSR AMS 一 5 
SAK HER 


Al EL RRAMRWA Of WEA RHIA 
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《可 以 为 A, GO, UPA Ei —p iy 3-0 位 上 还 可 以 表 产 侍 甲 基 化 。 A Cea s 
1 部 分 ), RES Am GPP mY mo HT 2 ALA ART mRNA 的 10~15 名 以下。 


mnRNA 的 5 帽子 结构 是 由 一 系列 的 醇 促 反应 生成 的 ,其 反应 如 下 ， 
BNA = RRR 


pop 一 一 一 一 > yp pV pt Py dy 
Grm to Xp Tp eh Gay X,Y + PP, @) 
Gop Xo Yp 74 SAM DA ERT HERBE mGy Xp Y Z + SAH (3) 


Mm’ Gy Xp YZ + SAM —— M'G pp Xm YZ + SAH 《4 


R 六 Hh 
m"C ppp Amy VpF + SAM SOA EE EE OTN typ AsV rb SARL CY) 


BNA p 2'-0-WSE SBE 
一 一 一 一 > 


RNA FEE Bn AP 


10" pp kup Yp Z+ SAM 一 一 mC yop Xm Y mpZ + SAH 65) 
HC), CD), (8 RE OET L RR P 2, ASER, Mi PRB S-E 
AAR (SAM) ,失去 甲 基 启 变 为 SMER ARGAE). REDHA RNA BERAE 
ERRAR Capping enzyme), 

RREY MRNA 为 什么 需要 句子 绪 构 即 幅 子 姥 构 的 生物 荔 能 是 什么 ? 这 个 问题 现在 
还 不 完全 清楚 。 根 据 饭 有 资料 ,可 以 归纳 为 如 下 几 点 :(1) 调 子 结构 为 核糖 体 对 于 mRNA HYDE 
MERTES. ET O 部 分 的 结构 (包括 没有 自由 5 端的 久别 叭 核 昔 酸 ，N-7 PI, Le 5 
5 三联 琶 二 琵 鲍 ) 是 核 精 体 识 别 所 必需 的 ,在 妃子 1 MET 2 结构 中 的 甲 基 化 也 能 够 增进 核糖 
体 对 于 mRNA 的 绪 含 ， 但 养 非 决 定性 的 。 区 -7 甲 基 的 作用 是 引入 一 个 正 电 荷 而 不 是 甲 基本 
和 碳 , 用 己基 代 赵 甲 基 能 同样 促进 核糖 体 的 结合 。 体 外 翻译 试验 开明， 缺少 只 帽子 的 mRNA， 
不 能 进行 有 效 的 翻译 。 最 过 还 发 现 了 一 种 所 谓 帽子 结合 疏 自 (cap binding protein, 简称 
CBP) . 它 在 依赖 幅 子 的 翻译 中 起 重要 作用 ,次 名 灰质 炎 病 毒 的 mRNA ERA ETAN 它 
的 mRNA 中 必然 有 一 种 能 为 蛋白 质 翻 译 系统 所 识别 的 特征 。 正 因为 如 此 。 它 的 mRNA 的 翻 
译 就 不 需要 CBP, THBMEAM PTE CBP 与 寄主 MRNAS, MW HEHE 
ARAM. QP mRNA 的 稳定 性 ,保护 mRNA RE 5 外 切 核 酸 酶 的 攻击 。(3) 
Klug 等 大 发 现 , 外 加 带 有 帽子 的 RNA 能 促进 流感 病毒 NA (+) EAR. MEE THA f 

WK 12~15 个 核 苷 栈 还 共 价 结合 于 新 合成 的 RNA{(+) 链 的 5" 端 。 起 这 种 引发 作用 的 RNA， 
必 露 具有 帽子 1 或 帽子 3 的 结构 。 不 但 7- 甲 基 专 呵 崔 及 5-5" SB A, TL 
核 芽 2-0- 轩 基 也 是 必需 的 。 然 弄 这 一 引发 ENA 复制 的 功能 对 于 细胞 本 身 有 何 用 处 , 现在 
BETA, 

Sh TE EE BT Py EART AEE E mRNA WHR ARRU A 
328 3K 1/1 000 HLA ER, A ES REE CI 800~2 000b) fy MRNA 分 子 
可 能 出 现 1~2 个 Ns MAER R RR RR. AE MRNA, WREN mRNA, 就 完 
全 没有 这 样 的 甲 基 化 。 


=, #R(A) RE 


大 多 数 的 真 核 mRNA 部 具有 3, 末端 的 多 聚 (4A) 尾巴 。 具 有 这 种 特征 的 mRNA 表示 为 
poly(A)+; 不 具 这 一 特征 的 出 写 作 poly (A) 2B (A) BERL 200b, 
多 聚 (A) 尾 巴 不 是 出 DNA AER. TEE — A 300KDa 的 ENA 来 端 腺 音 酸 较 移 酶 
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(RNA, tormina! riboadonylate transferase) Heh F, 0 ATP 汐 前 体 ,一 个 一 个 屯 京 合 到 
mRNA 的 3 来 上 站。 其 反应 刘 下 * 
Met 


SREB ALP 一 一 ~> SRE RCA +n Pri, 


Mut 
BGS — BBY RNA 末端 腺 将 聆 转 移 酵 通常 又 称 为 Poly(A) 聚 合 栈 。 基 供 化 的 反应 这: 
将 ATP 中 的 AMP 残 基 通 过 3/-5/ 磷酸 二 酯 键 演 接 到 风 聚 核糖 核 萌 酸 的 3 RR. ARE 
CM, NHRTRA KERR, LRT RRR, RES ee 
ROM, SRRARAR HE TEAY A Pko 
AT poly(A) EBAT EIE RAEN 3 A, TT SR i YR a 
360K Da MASSER OER D — BE. MEMBRU Ep ig 13~20 碱 基 附 近 的 序列 
AAUAAA 以 及 切 点 下 游 方向 的 GUGUGUG ( 单 细胞 直 核 生物 除外 )。 然后 再 由 poly (A) Be 
ORME GIN poely(A) 尾 巴 (图 6-30)。 如 果 这 一 识别 信号 发 生 突变 ,如 TU~G 关 切除 作用 各 
多 紊 及 蔡 酸 化 作用 均 显 等 降低 。 是 代 人 么 衫 制 维持 poly(A) 尾 巴 的 长 度 总 是 在 100 一 200b ,现在 


还 变 光 所 知 ,可 能 除 上 述 两 个 覆 之 外 ， 还 需要 其 他 蛋白 质 成 分 稳 RNA 成 分 以 组 成 其 有 完整 的 
SERRA RAG DENT RNP 颗粒 。 - RNARGE I 


pan Ah mikek 


— 


oats’) 
sat a 


图 6-20 BREH RNA RAE I WRR iS RRS 
转录 的 终 化 。AAUAAA #1 GUGUGUG 为 切断 RNA 的 酶 所 识别 
Ws Wi, MRNA PARTA EGR BIE aa LD 
的 机制 促进 RNA 聚合 酶 1 的 释放 。 
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PHA PALRO RTR MEAR PERM. MAE E i Ny E 
作用 是 将 已 有 的 poly(A) 延 长 ,而 不 是 重新 起 始 poly (ADR) Am. mRNA 的 poly(A) RB 4: 
细胞 质 中 可 能 受到 核酸 酶 的 降解 而 逐 浙 变 短 。 这 样 ,出 于 细胞质 足 Poly (AO Se A EIA 1 
WEE py O RURE, 

关于 poly(A) 导 巴 的 功能 问题 ,尽管 人 们 进行 了 极其 广泛 的 探索 ,但 现在 还 是 很 不 清楚 。 
加 poipt 丰 ) 尾 巴 一 般 发 生 RNA 拼 接 之 前 ,但 对 于 拼接 作用 并 无 术 大 的 影响 。 有 入 推测 poly) 
可 能 与 以 - 质 转运 有 关 , 但 是 相当 数量 ( 占 大 约 王 秀之 一) 的 没有 poly(A) BEA mRNA 如 组 
看 和 白 mRNA, 世 以 照样 通过 核 膜 而 进入 细胞 质 。 在 细胞 质 内 ,Poly(A) 的 长 短 对 于 mRNA 的 
翻 诺 也 光明 显 的 影响 。 在 细胞 质 内 ,mRNA 的 Poly(&A) 尾 巴 与 蛋白 质 机 结合 ,构成 RNP, 
哺乳 动物 的 这 种 蛋白 质 分 气量 大 约 为 78KDa。raRNP 显然 不 妨碍 MRNA 的 戎 译 。 但 是 
mRNP 形式 的 真正 功能 是 什么 还 不 得 而 知 。 

在 体外 体系 中 ,多 素 腺 灌 酸 化 可 被 抗 snRNP, 特 别 是 抗 UI sn RNP 的 抗体 所 拙 制 ,这 就 
Boks U1 这 种 核 内 小 RNA 4T (small nuclear RNA ,简称 snRNA) ARRAS RS RE 
作用 有 关 。U1 可 能 不 是 单独 起 作用 ， 而 古 可 能 移 成 一 个 更 为 复杂 的 复合 体 而 起 作用 ,在 海胆 
的 提取 液 中 有 一 种 125 的 因子 ,分 子 量 为 250KDa ,其 中 包含 一 个 60 碱 基 长 的 RNA 组 分 。 
这 一 因子 能 够 使 海胆 组 蛋白 H3 的 基因 在 非洲 爪 桨 的 孵 母 风 胸中 转录 时 得 到 恰当 的 3 末端 。 
我 们 还 不 知道 这 种 核 蛋 白 是 何 时 超 作用 以 及 怎 樟 起 作用 的 ,但 是 使 人 们 更 为 相信 ， eo RNP 可 
能 参与 记 有 的 hnRNA 的 转录 后 处 理 。 


第 七 节 转录 后 处 理 (二 ) ”基因 间 序 列 的 去 除 一 一 稳定 
RNA 从 多 基因 转录 产物 中 的 分 离 9 


一 、 不 稳定 RNA 与 稳定 RNA 


ERRE, SRAN MRNA 生成 以 后 , 绝 大 部 分 直接 作为 模板 去 德 译 各 个 基因 所 篇 
码 的 组 白质 ,并 以 此 手段 协调 相关 基因 的 表达 量 。 原 核 生物 的 mRNA 考 命 很 移 , 其 半衰期 通 
常 为 儿 分 钟 。 这 个 现象 看 起 来 做 乎 是 浪费 ， 而 实际 上 这 从 从 是 原核 生物 内 的 重要 调控 机 制 。 
和 如果 一 种 酶 或 蛋白 质 不 理 项 要 ,只 要 简单 地 关闭 其 mRNA WARRT. AARET, 可 
能 有 特别 的 机 制 来 延长 需要 翻译 的 mRNA HEM, WR RE i mRNA 的 寿命 。 而 
zRNA MIRNA WAR, COREE, 而 是 必 白 质 和 成 机 器 的 组 成 成分 。 不 管 在 原 
核 生物 中 挝 是 在 真 核 生物 中 ， 它 们 都 很 稳定 ， 半 大 期 一 般 为 艺 个 小 时 。 用 E RAR 进行 的 
BROT ELA tO wT BL As Ah RNA 的 寿命 (图 6-21)。 

无 论 是 rRNA 还 是 RNA, SPL Y JL F CRNA 和 tRNA HF 
的 S PAUL UID TESTA BHO 5 MIE WD (2) rRNA 和 tRNA 秃子 都 比 
原始 转录 产物 小 ， 也 就 是 比 DNA 的 转录 元 (transoripton， 亦 即 转录 单元 transoription 
unit) 小 8(3) 廊 有 的 tRNA PIRATE SE A AL, RET AGO, 
U 以 外 的 厂 苦 。 因 此 ,无 论 是 rRNA， 还 是 tRNA, 都 需要 作 转录 处 理 。 以 删除 基因 间 序 列 以 
及 尖 因 内 的 介入 序列 (内 匣 )。 
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He 6-21 FDU URE aka Rese ae RNA 的 寿命 


=, rRNA HRS 

E.coli 共有 三 种 CRNA, 基 58 rRNA, 169 rRNA, 238 TRNA， 它 们 分 别 含有 120, 
1 541,2904 BT MRNA 基因 都 与 tRNA 基因 混杂 排 在 一 个 操纵 元 中 。 五 .co8 共有 七 个 
这 样 的 操纵 元 。 每 个 操纵 元 中 tRNA 基因 的 种 类 ， 数 晤 和 位 置 都 各 不 相同 ,没有 固定 前 横 式 。 
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图 6-22 E.coli K12 的 七 个 rrn BA MB Se RAY RNA 
或 CRNA HEA, RI 代表 RNAasem AWA, Py, Po 代表 商 个 相距 
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165 1RNA 的 前 体 Pio 和 28S rRNA 的 前 体 P23。 
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但 是 ， 三 个 zRNA 基因 的 相对 位 置 都 相间 ， 即 …163rDKA， 癌 了 4DNA， 238 rDNA, 
5SrDNA We tDNA, E. colt K12 RAE rn BAT AH TE 6-23。 这 十 个 操纵 元 
ea SURE OREO AY PAL, EB By DNA 复制 方向 相 一 致 的 。 

当 ern PFE ATE AASB A 308 RNA RARI HOPES ER 
REA HE rRNA 相互 分 开 。 细菌 的 RNAase 互 执行 这 一 任务 。 如 果 RNAaseI BBR 
咎 突变 , 则 造成 308 RNAMBUR, RNAssel LAE TIRE RNA, 在 两 条 链 上 的 切 点 通 党 
错开 2 个 磊 基 对 ， 现 在 还 不 知道 这 两 个 切 点 基 同 时 进行 的 还 是 有 先 有 后 。 如 果 在 双 链 中 间 有 
不 配对 前 单 链 光 ， 则 常常 切断 单 链 ， 而 汉 能 仍然 是 RN Asso WB 标志。 现在 还 不 知道 
RNAase 下 要 求 什么 样 的 序列 专 一 福 ， 可 能 是 识别 一 级 结构 和 二 级 结构 相 结合 的 某 种 特征 。 
在 BOS RNA 的 168 rRNA 和 238 rRNA 部 位 的 切 点 都 处 在 双 链 RNA 的 中 间 部 分 : 作用 后 
生成 比 168rRNA 和 238 rRNA 上 略 大 的 前 体 P16 和 P23 (图 6-23), P16 和 P23 再 经 过 适当 
AIT EW, MAL LES rRNA 和 238 x RNA, 然而 其 过 程 尚 不 消 楚 。 

真 炉 生物 有 四 种 rRNA, BI 5.838 rRNA ,18S rRNA ,28S TRNA 及 5S rRNA, 前 三 者 
的 基因 组 成 一 个 转录 元 ， 产 生 458 的 前 体 及 JA。 出 于 真 裕 生物 rRNA 的 加 工 过 程 比较 绥 慢 ， 
其中 间 产 物 可 以 及 各 式 各 洋 细 胞 中 分 离 出 来 。 因 此 真 核 生 物 的 rRNA WEARER, A 
类 的 458 前 林 上 有 110 多 个 甲 基 化 位 点 ,几乎 全 部 在 核 精 峻 必 。 这 些 甲 基 化 的 核 但 酸 序列 全 部 
进入 成 熟 的 rRNA,188 rRNA 上 有 39 个 ,388 rRNA 上 有 ?4 个 。 可见。 这 些 甲 基 化 位 点 
可 能 臣下 工 过 程 中 酶 的 识 蜀 棕 志 。 这 种 栈 很 可 能 类 似 于 原核 生物 的 RNAase 亚 ,458 RRNA 在 
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È 5-24 Ag 45S rRNA 前 体 的 转录 后 处 音 
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转录 以 后 很 快 与 蛋白 质 结 合 ,因此 加 工 的 对 象 并 不 是 游离 的 RNA，, 而 是 一 种 核 蛋 上 。 

哺乳 动物 458 RNA 的 加 工 有 儿 种 不 辣 的 方式 ,例如 人 类 455 RNA -TRR 458 RNA 
的 加工 方 式 就 不 可 局 ( 图 6-24)。 二 者 的 共同 之 处 是 先 切 除 188 rRNA 之 前 的 5 端 序列 ， 然 
后 的 一 个 切 点 使 188 rRNA 部 分 与 后 面 的 5.88 和 285 rRNA 部 分 分 开 ; 最 后 5.88 rRNA 
和 288 rRNA 通过 役 基 瑟 对 机 结合 合 。 每 个 切 点 的 精确 位 置 还 不 知道 ， 切 开 以 后 也 需 进一步 收 
3. 有 些 生物 rRNA 的 前 体 公有 内 元 ， 例 如 四 膜 虫 YRNA ,其 拼 搁 机 制 在 下 一 节 中 乞 述 。 

RAE EAM BL PSL SNA rRNA 的 最 原始 转录 物 并 不 是 458, 而 是 478。 出 于 3 Oa 
分 很 当 进 行 转录 后 处 理 ,5’ 也 除 掉 一 小 部 分 而 变 为 458。 还 可 能 存在 一 种 468 的 中 间 体 ,关于 
BALA rRNA 转录 的 证 控 将 在 第 九 章 中 讲述 。 


=, (RNA 的 转录 后 处 理 


原核 生物 的 tRNA 基因 的 转录 单元 大 多 数 是 多 基因 的 。 不 得 同一 种 tRNA 的 儿 个 基因 
排 风 可 以 转录 在 -条 RNA 中 ,而 且 不 同 的 tRNA 也 可 以 转录 在 一 条 RNA 中 。 还 有 的 tRNA 
Y rRNA 组 成 转录 单元 ， 上 部 蕊 经 讲 过 。 

， 反 体内 合成 的 角度 来 说 ， 人 们 了 解 得 最 清楚 的 tRNA 分 于 要 算是 召 .coli a tRNA 分 
Fe CEWPEAMH tRNA， 它 识别 的 密码 子 是 GAU。 这 个 分 子 合 有 85 MARR CE 
E.coli i DNA HAA. SAAN 350 ARER TKE 85 个 )。 丙 个 基因 之 间 
有 一 段 200 个 核 将 酸 的 问 隔 子 (spacer)。 两 个 共 国 转录 焉 一 条 RNA( 峡 0-259 
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图 6-25 两 个 TRNA 和 "基因 的 原始 转录 产物 


AT fie RNAP 的 合成 过 窒 的 研究 ,用 遗传 学 方法 产生 了 只 有 一 个 iRNA3r" 基因 的 转 
RAN EREE RNA 分 子 之 前 有 4 PRA ES PP E tRNA 秃子 之 后 有 2244 
FRAKT p 蛋白 的 终止 子 。 这 个 原始 转录 物 的 修饰 过 程 示 于 图 6-26, 

NAT 转录 后 处 再 过 程 主要 有 如 下 五 步 : 

{1 HABE T A URE BSL BT to 

(2) RNAaseD 能 够 识 莫 CCA FMEA, -AARE E. Bh Ob OR 
酸 酶 作用 类 似 的 还 有 RNAaseQ。 所 生成 分 子叶 做 前 tRNA， 容易 从 加 ,co 中 分 离 到 。 其 结 
板 可 以 写成 了 PPP-5/-(41 个 核 营 酸 )-iRNA-(2 {FR -3’-O0 

(3) 一 个 内 切 核酸 了 覆 RNAaseP 在 笛 头 所 指 处 切断 。 据 信 , RNAaseP 负责 E.coli pT 
有 的 tRNA 原始 转录 物 5'-P 末端 的 处 理 。 

U) BNAaseD FRA Y 求 端的 二 个 核 华 酸 ， 这 时 的 分 子 已 经 和 成 熟 的 tRNA AF 具有 
HARKE. 

(5) 有 6 “SWART 

众所周知 ，tRNA 的 序列 是 高度 保守 的 。 各 种 tRNA BAAS IER. tRNA Ñi 

ase 
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6-26 了 .cc 于 的 tRNAS 基因 转录 物 的 转录 后 处 理 
o= BREE RE 
UPA =2- BRB A 
2mG=2—0— ae SR BE 
AU = 4 — ERE 


体 分 子 中 tRNA MWR, TIRET TIRRI SAD tRNA 相同 。 这 种 保守 
性 不 仅 反 映 了 它们 结合 并 携带 氮 基 酚 这 种 功能 上 的 共性 ， 而 且 很 重要 的 方面 是 反映 了 它们 转 
录 加 工 方面 的 共性 。 真 核 tRNA 还 反映 了 转 尝 所 需 的 下 游 启 动 子 的 共性 。tRNA 的 加 工 酶 
系 主要 包括 tRNA 核 车 酸 转移 酶 , RNAaseP, RNAaseD, RN Aasell UE RNAasePs 等 。 现 
将 这 些 酶 的 主要 特性 介绍 如 下 。 

tRNA 核 并 酸 转 移 酶 (tRNA nucleotidyl transferase), 该 蓄 能 特异 地 以 ATP 和 0OTP 
为 前 体 催化 RNAS 末端 的 COA 的 生成 -tRNA 基因 有 两 种 类 型 ,一 种 是 有 COA 序列 (型 )， 
一 种 是 没有 COA 序列 (I 型 )。 但 是 成 熟 的 有 功能 的 tBNA 均 有 GO0A3-O 蔬 末端 ， 这 是 
tRNA 结合 并 携 草 氨基 酸 的 功能 所 必需 的 。 原 核 生物 的 tRNA BAKA ILM, 只 有 少 
MAAC TORA 1 tRNA 基因 ， 而 真 核 生物 tRNA 基因 均 为 IW, ANERER 
核 生 物 ， 还 是 真 核 生 物 , 都 有 tRNA 核 苷 酸 转 移 酶 及 其 基因 (cea)。 吾 ,coli coo 基因 如 果 发 生 
突变 ， 则 生长 十 分 缓慢 。 这 就 表明 。tRNA 分 子 COA 来 端 经 常 处 于 核酸 酶 的 作用 之 下 ,发 生 
降解 ,而 cco 基因 产物 的 功能 不 仅 在 于 给 I 型 tRNA 加 上 CCA3/-OH 束 端 ,而 且 要 负责 3%" 求 
端 发 生 损伤 的 tRNA 分 子 的 收复。 该 酶 的 反应 是 祖 当 专 一 和 的。 在 ATP, CTP fh ik CCA 
fy tRNA 存在 时 , 总 是 生成 OCA 末端 ,反应 需 Mg**3PPi 能 抑制 该 反应 并 使 反应 逆转 。 上 只 有 
当 条 件 改 变 时 , 才 会 出 现 异 常 序列 的 全 成。 该 艇 与 底 物 tRNA 的 作用 , 几乎 没有 种 族 特异 性 。 
PAPA GT ERA PRL GAARA COA 末端 。 然 而 ,用 其 他 类 型 的 RNA AI: DNA fE 

«2135 


iY, RRP EM, AD RUE RNA 能 作为 底 移 ,可 能 这 具 RNA Ae TERED Re BOY 
ERARE MEX tRN A 序列 的 方法 也 证 明了 该 酶 对 于 CRNA BRA at 
开除 反 密码 了 附近 的 5 个 粮 深 酸 , 基本 上 不 影响 该 酶 的 作用 ， 而 tRNA5 末端 除去 5 个 该 在 
生 , 则 反应 能 力 急剧 下 降 。 

ENAaseP, RN AaseP EPA RRA, MAR RNAS 来 端 都 是 由 该 酶 产生 的 ,不 管 
tRNA 序列 处 于 Yn 操纵 却 还 是 Yrn 操 纵 元 的 转录 产物 中 。 瑟 . coli h RNAaseP 温度 敏感 
突 密 体 在 非 许可 温度 时 使 40 多 种 ERNA 的 前 体 都 发 生 积累 。 该 酶 是 一 种 核 蛋 自 , 育 两 种 
组 分 。 一 种 是 分 子 量 为 29KDa 的 Os 绰 自 质 ， 另 一 种 为 375 个 核 背 酸 分 了 量 约 120KDa 的 
MRNA, MPRA RNAaco 或 蛋白 酶 处 理 RANaseP ,都 可 以 合 酶 泉 活 。 该 酶 浮力 密度 很 高 ,在 
CsCl 中 达到 1.71 g/om5, 这 说 明 有 本 AaseP 是 以 紧密 结合 的 核 绰 白 形 式 存 在 的 。 重 建 试 验 形 
明 , 目前 没有 一 种 RNA ATER MRNA 与 Os 蛋白 质 组 成 RNAaseP, 也 没有 一 种 谷 白 
MARE Qs SARS MRNA 组 成 RNAaseP。 然 而 ， 由 于 RNAaseP 两 种 成 分 的 高 度 保 
Stk, Buh E.coli 的 RNAasoP 成 分 与 人 类 的 RN AaseP 成 分 能 够 灾 又 重建 成 为 有 活力 的 
RN AaseP, 

各 种 成 熟 的 tRNA 分 子 在 其 5' 端 都 没有 序列 的 同系 性 。 然 而 用 名 种 tRNA 的 前 体 分 子 
与 RNAaseP 赵 反 应 ,都 得 到 该 tRNA 的 正确 的 5 端 序 列 。RNAaseP HAURR, 产生 
5/- 交 酸 基 团 和 3'-OH 基 团 。 因 此 ,RNAaseP 识别 前 是 tRNA 萎 子 的 空间 构象 ,特别 是 5 未 
端的 空间 构象 ,而 不 是 切 点 附近 的 几 个 核 苷 酸 序列 。 各 种 tRNA 都 有 有 儿 个 保守 的 核 昔 酸 , 对 于 
维持 tRNA 空间 构象 是 必需 的 。 MRNA 很 可 能 通过 与 这 些 核 昔 酸 产 生 刍 键 而 识别 其 切 点 。 
该 酶 的 底 物 专 一 性 很 高 ,只 作用 于 tRNA 前 体 ;而 rRNA, 各 种 mRNA UER AY tRNA 3h 
学 都 不 能 作为 RNAaseP 的 底 物 。RNAaseP 与 底 物 必用 亦 无 种 族 特异 性 。 酶 反应 需要 Mg*+ 和 
一 种 一 价 用 离子 (NH+ KA, Nat) ,最 适 pH 为 8 左右. 酶 反应 能 为 tRNA 和 TRNA 所 抑制 。 

RNAaseD ;为 外 切 核酸 酶 ;作用 学 RNAS 末端 多 余 的 核 背 酸 。 直 到 CCA 序列 为 止 。 一 
次 切除 一 个 ,产生 5 单 核 苦 酸 。 根 据 体外 试验 ;RNAaseD WEF COA 的 下 游 序 询 的 活性 要 高 
很 多 ， 而 对 COA 以 及 OOA 上 游 序 列 也 有 一 定 的 攻击 能 力 ， 尽 管 其 速度 低 。 据 推测 , 在 体内 
出 于 产生 QQOA3‘-OH 未 端 以 后 立即 产生 氨 酰 化， 从 而 保护 了 COA。 当 RNAaseP F E Bt, 
RNAaseD 才能 发 挥 其 最 大 活力 ,可 能 基 由 于 RN Aase 也 参与 了 3’ 末端 的 加 工 。 此 外 ,人 信 
还 发 现 了 一 些 作用 与 RNAaseD 相当 的 酶 ,如 RNAaseQ,RNAaseY,， RNAaseP, 等 。 不 过 这 
些 醉 都 还 没有 经 过 很 好 的 鉴定 。 

BNAasol 以 及 相关 的 酶 : 这 些 内 切 酶 负责 切 开 基因 之 间 的 间 陋 子 序列 。RNAase 下 已 
在 前 而 讲 过 。 人 们 还 发 现 了 其 他 类 伺 的 酶 ， 如 RNAaseO Pi RNAaseP,, RNAaseO 可 能 就 是 
RNAaseD ,而 RNAaseP, 则 可 能 是 另 一 种 酶 。 

RN AasoPy, 是 一 种 内 切 核酸 酶 ,在 体外 试验 中 , 它 能 一 举 切除 体外 组 建 的 组 NA 的 前 
TRA OCA 下游 的 8 个 核 苔 酸 ,在 体内 的 情况 还 不 清楚 。 


BV ”转录 后 处 理 ( 三 ) 内 元 的 去 除 一 一 RNA 的 拼接 ze 


一 、 概 述 


RNA 拼接 机 制 的 研究 ， 是 80 年 代 生物 化 学 和 分 子 生 物 学 领域 中 景 有 生气 的 研究 课题 之 
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一 , 它 不 仅 解决 不 连续 基 贿 转录 产物 的 拼接 问题 ,而 且 对 于 了 解 不 思 续 基因 的 起 源 乃 至 整个 生 
命 起 温 与 进化 问题 都 是 有 力 的 推油 。 被 酚 分 子 的 催化 功能 的 发 现 折 宽 了 人 们 对 于 酶 的 认识 。 
HILE AMIT RNA 拼接 机 制 的 研究 取得 十 分 信人 的 进展 。 

不 连续 基因 中 的 介入 序列 ， 又 称 为 内 元 (dintron) HATETE ARF N p AE 
(exon) 。 一 个 基因 药 外 元 和 内 元 都 转 孙 在 一 条 原初 转录 物 RNA 分 子 中 ,然后 把 内 元 切除 而 把 
TERK APE RH RNA 分 子 。 这 个 过 程 就 叫做 RNA 拼接 (RNA splicing), A 
苑 上 游 方向 的 一 个 拼接 点 称 为 只 拼接 点 或 左 撞 搂 点 ， 内 元 下 游 方向 的 一 个 拼 搂 称 为 3 拼接 
点 或 右 拼接 点 。 Davies 等 人 (1982) 建 议 了 “中 部 核心 结构 " (oantrajl core structure) ÆA 
拼接 中 的 作用 ,构成 这 种 二 级 结 梅 的 是 四 个 10 一 12 碱 基 的 保守 序列 。 但 并 非 所 有 的 内 元 都 含 
有 这 样 的 二 级 结构 和 保守 序列 。 于 是 Michel AGND 将 酵母 线粒体 基因 前 内 元 分 为 两 类 ， 
大 部 分 酵母 线粒体 基因 的 内 元 都 含有 上 述 的 二 级 结构 和 保守 序列 , 称 为 第 I 类 内 元 (group TI， 
而 其 余 四 个 内 元 (啤酒 醇 母 线粒体 细胞 色素 0 气 化 醇 亚 基 a AE b 基因 的 内 元 al1, al2, 
a15 和 BII) 则 不 具备 上 述 二 级 结构 和 保守 序列 ， 称 为 第 工 匡 具 元 (group 工 ) ART RARA 
现 , 这 两 类 内 元 分 布 很 广 ,特别 是 第 工 类 内 元 ,并 不 限于 细胞 器 基因 ,而 且 在 核 基因 中 也 有 其 代 
表 。 先 别 是 纤毛 原生 动物 四 膜 虫 (Tetralymena) 的 大 TRNA 前 体 的 拼接 视 制 已 经 相当 清 荡 ,并 
RMB PE MAA TR PE MAA A HE Pood las 等 从 
(1986) Al van der Veon & A.(1986 ) Hy i BF aE An Mid ER O 气 化 酶 亚 基 8 基因 的 内 元 虹 5( 即 
Täy 或 上 50) 为 对 象 , 初步 阐明 了 第 KA TORSO A. B28 Oy BALMS WB) TG 
EREA MRNA 前 体 中 的 内 元 ， 其 拼 搂 机 制 人 们 早已 用 8- 珠 蛋白 基因 的 内 元 为 研究 对 象 ， 
是 snRNP (small nuclear RNP) 所 参与 的 极其 复杂 的 拼接 机 制 。 随 着 第 工 类 内 元 的 埋 搂 机 
制 的 了 了 和解 以 及 第 L 类 内 元 在 体外 自我 拼接 的 成 功 , 人 们 必 将 很 快 地 了 解 核 mRNA By PRY) BF 
SULA It AA RIED RNA 自我 拼接 具有 警 衣 意义。 还 有 一 类 内 元 是 tRNA 基因 的 内 元 , 均 
位 于 tRNA 反 密 码 子 上 嘲 哎 上 。 仿 有 前 三 类 内 元 的 基因 的 拼接 机 制 有 共同 特点 ,而 tRNA 前 体 
的 拼 狠 则 完全 不 同 。 由 种 内 元 的 拼接 点 附近 的 序 判 (边界 序 济 ) 列 于 表 6-1。 

MO-1 各 种 内 元 的 达 界 序列 
〈 带 底线 的 表示 相当 保守 前 序列 ， 稍 头 表示 拼接 点 ，Y Raabe erie) 


AER 型 让 拼接 点 内 更 | RR A 
重生 祝 tRNA 内 元 无 保守 序列 BAA U 无 保守 序列 
第 工交 内 元 (线粒体 , 核 ) Uy es as 
第 工 奖 内 元 (线粒体 ) + GUG og 本 YAU y 
PBNA 内 元 acy GUA AGU | cen YaaG + 

i 四 B ee 

Boe mBNA 内 元 4 SUAUGU ee YnåG 4 
限 虫 叶绿体 mmBNA 内 元 41auefa Ya 


=, tRNA 的 拼接 


在 酵母 的 约 400 个 核 tRNA 基因 中 有 40 个 大 不 连续 基因 。 每 一 个 都 只 合 有 一 个 内 元 ， 恰 
PUT RET 3 方 出 而 且 与 反 密码 子 相 吡 邻 。 内 元 长 度 大 的 为 4~46bp。 在 携带 同一 
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种 氨基 琶 的 各 种 RNA 申 内 元 序列 是 相关 的 ， MEHAR RNA 的 内 元 序列 是 不 相关 
的 。tRNA 基因 的 内 抑 没 有 为 拼接 酶 如 所 识别 的 一 致 谍 列 。 房 潜 的 RNA 内 元 都 有 与 其 反 密 
码 予 互补 的 序列 。 因 此 ,在 拼接 之 前 的 前 体 中 反 密码 子 总 是 处 于 双 链 RNA 状态 , 从 而 受到 保 
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”图 6-27 酵母 的 成 熟 tRNA™ 
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护 面 不 致 为 拼接 酶 系 所 被 坏 。 这 部 分 双 链 使 得 反 密码 子 鸣 
ORAUAABRIL Hk BR tRNA 的 反 密 码 子 嘲 唉 的 丁 闻 长 得 多 (图 
6-2; 而 三 叶 草 结构 的 其 余部 分 与 成 熟 的 tRNA 完全 一 
样 ,因此 , 拼接 酶 系 识别 的 是 共同 的 二 级 绪 构 , 而 不 是 共同 
的 内 元 岸 列 。 

ME RNA 及 其 两 种 突变 1RNA 前 体 拼接 情况 
(图 6-28) 来 用, 内 元 部 分 的 不 同 配 对 状况 产生 了 不 同 稳定 
性 的 双 链 RNA。 这 种 状况 影响 拼接 效率 , 而 不 影响 拼接 的 
精 琅 性 。 由 此 矫 来 ,内 元 部 位 只 是 拼接 酶 的 作用 位 点 ,而 其 
识 普 位 点 可 能 是 整个 tRNA 分子 的 物象 或 者 +RNA 俘 子 
中 基 些 保守 的 结构 特征 。 与 此 相 一 致 的 是 ， 成 熟 的 tRNA 
能 党 争 性 地 抑制 酶 对 于 tRNA 前 体 的 拼接 。 

有 一 种 温度 敏感 突变 体 在 较 高 沁 度 时 不 能 拼接 不 连续 
tRNA 基因 ,而 非 不 连续 基因 所 编码 的 tRNA 可 以 职 样 成 
熟 并 转运 到 细胞 质 中 。 这 样 ， 人 们 就 可 以 研究 拼接 反应 的 
机 制 。 将 较 高 温度 下 生长 的 突变 体 中 积累 的 tRN 丰 前 体 分 


TRER OHRT REIT. (e) a 122 ARR, AP AL ER 


(b) {c) 
图 1-28 酵母 tRNA™W 及 其 突变 体 的 前 体 分 子 的 拼接 状况 

《 画 线 部 分 为 内 元 序列 ， 租 体 字母 表示 反 官 码 子 ) 
(a) CRN AY 前 体 分 于 中 , 两 个 排 接点 否 处 于 不 配对 的 单 链 部 分 ,能 
TEEPE. (bups 前 体 分 子 中 , 左 拭 护 点 处 于 单 链 部 分 , 右 拼接 点 处 


HE BESET MS, RA, 


PIR > 


离 出 来 ,然后 加 入 妓生 型 细胞 抽 提 流 , 即 可 发 现 前 体 发 生 狼 接 的 现象 (图 6-294), dn REE GA 
细胞 抽 提 液 中 的 人 JP, 则 可 以 发 现 整个 反应 为 两 步 ， 第 一 步 央 由 一 个 内 切 核酸 酶 毛 供 化 的 两 
个 克 酸 二 酯 键 的 断裂 ， 释 放出 一 条 线 状 内 元 分 子 和 两 个 相互 由 二 级 结构 作用 力 连 接 在 一 起 的 

所 谓 “tRNA PAF (tRNA half-molseules) 。 这 一 步 反 应 不 需 要 ATI, MLRD RE 
ARAL POODLE THU. SIRNA 半分 子 很 快 采取 成 熟 TRNA JPR, 只 不 过 
在 反 密码 子 环 上 留 下 一 个 切 刻 。 然 后 再 发 生 第 二 步 反 应 ， 即 由 RNA 连接 酶 所 催化 的 低 喜 于 
ATP WERE (H 6-29B)。 
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Co) 突变 体 中 积累 的 tRNA BEEF ERNE ERR 

(6b) 拼接 过 程 中 第 一 步 反 应 不 需要 TP ,第 二 步 反 应 依赖 于 ATP, 
从 图 6-29B 可 以 看 出 ， 去 除 内 元 的 内 切 核 瞧 酶 与 其 它 参 与 tRNA 转录 后 处 理 的 酯 不 同 ， 
在 每 个 切 点 上 断裂 磺 酸 二 琵 键 后 产 坐 OH 和 8’ 磷酸 ,而 S 磷酸 很 快 转变 为 2 ,3/- 环 式 核 背 
酸 。 这 样 ,生成 的 tRNA 半分 子 , -MERMA —+ EAR -OH RA. TEE 
中 ,连接 过 程 包含 了 一 系列 复杂 芍 生 化 反应 。 第 一 个 外 元 的 3 未 端的 环 式 核 苔 酸 在 环 式 磁 酸 
二 酯 酶 作用 之 下 开 环 , 使 3 成 为 O 互 。 亩 第 二 个 外 元 的 8 ide RP RR TET, OH 
PARRA. A, RNA 连接 酶 才能 将 两 个 外 元 连接 起 来 。 最 后 切除 第 一 个 外 元 的 2- 磁 
GRE tRNA 内 元 拼接 的 重要 特点 之 一 ) ,从 而 完成 了 tRNA 的 拼接 (图 6-30)。 拼接 酶 系 对 
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也 同样 奏效 。 人 类 Hela 网 让 中 的 RNA 连接 酶 朋 直 接连 按 带 有 2 ,3 一 环 式 弯 酸 基 团 的 第 ~ 
个 外 元 和 党 有 51~UEH 的 第 二 个 外 元 。 形 成 新 的 以 酸 二 豆 刍 的 磷酸 基 团 售 然 是 原来 存在 于 第 一 
个 外 元 末端 的 那个 磷酸 基 ( 图 6-31)。 


三 、 第 工 类 内 元 毅 拼 接 


第 一 类 内 元 ,其 时 拼接 点 和 3837 拼接 点 的 序列 绝 大 部 分 为 可 ……G 例如 酵母 (啤酒 醇 皇 ) 
细胞 色素 基因 (Sc COB), ， 纲 胞 色素 。 氧化 酶 亚 基 a 基因 (Se OX) ,rRNA 基因 (Se TRNA) 
DRE k rRNA 基因 (了 6 ANA SERPE ATAR PRAE ZI 6-32 Bra, 


Sc COB3 5'GUU JUAAUA UAAAUG 1 CUCs! 
Se COB4 5'GGU | CAAAA sesane UAAAAG | CAUS’ 
Se COBS 5'UAU IUGAUA sm AAAUUG | UGU3! 


Sc OX3 5'GGU | AACCA AAAAUG | AAC3' 
Se OX4 5'GGU | CAAAC AACAAG [CAC3 
ScOX5a 5'AUU | AAUAA UAAAAG } AGC3! 
Se OX58 s'GAULAUUAA owes. UUUAUG LACU sr 
ScrRNA s'GAU|AAUUU anew AAUUUG | AAC3" 
TtrRNA S'UCUJAAAUA smm UACUCG | UAA3! 


图 6-32 部 分 第 开 娄 内 元 的 拼接 点 序列 
除了 拼接 点 序列 等 征 之 外 ,第 工 类 内 元 还 有 具有 比较 保守 的 四 种 10~12 核 昔 酸 的 序列 ， 
AMA S-P-Q-R-S-3 表示 。P 了 序列 能 与 Q 序列 互补 ,R PY SEE, 形成 一 roe 
中 部 核心 结构 。 这 样 ,位 于 内 元 序列 中 靠近 S SRA EE AR PE a US 
列 配 对 ， 将 两 个 拼接 点 拉 在 一 起 便于 研 松 二 栈 键 的 切断 和 再 过 接 。 内 元 中 能 与 两 个 拼接 点 边 
界 序 列 配 对 的 一 自序 列 称 为 内 部 引导 序列 (internal guide sequence, Hifi IGS), P,Q.R,S 
的 一 致 序列 关于 图 6-33。 四 膜 虫 358 RNA 中 的 内 元 的 二 级 结构 示 于 图 6-34， 其 中 包括 中 部 
核心 序列 P,Q, 电 ,S,9R',9R 以 及 内 部 引导 序列 与 5 边界 序列 的 配对 情况 。 
11 17 13 16 10 12 M 13 18 H 


P AUGCUGG AAA 
U GAAA G U 
7 365565 8 
14 19 15 11 9 18 12 17 1 10 
Qa AA UCAGCAGE 
U cuuc c 
5 3 57 3 7 
16 16 18 10 10 19 19 18 19 16 17 
R UC GAG U AXA 
U Aac 
3 6 6 
19 16 17 16 18 18 16 19 18 19 18 1 
S AAGAUATAGUCEc 
U G U 
3 3 6 


图 6-83 ERORAR TEA, Wek op P-Q T 
the R-S BER. RAH 19 个 内 元 序列 。 
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POW 358 RNA 中 内 元 的 二 级 结构 ， 在 其 三 纶 结构 中 ,9R1 与 9 两 
个 序列 也 是 配对 的 。 基 内 部 引导 序列 为 HGGGAGGUUUCCAUD5'， 
SEEPS Ae 6 MAER 


下 桓 ,我 们 灸 四 膜 息 的 大 rRNA 前 体 务 子 的 拼接 为 例 , 说 明 第 工业 内 元 幸 接 的 分 了 了 机制 。 

在 四 膜 到 的 生活 唱 中 有 一 个 阶段 ,在 这 个 阶段 中 二 售 体 基因 组 保留 在 微 核 中 ,而 基因 扩 增 
发 秆 在 天 核 中 。TDNA 的 扩 增 产生 了 了 大量 的 染 儿 体外 线 状 分 凶 ， 每 个 分 子 都 是 表 文 序列 的 二 
聚 体 。 这 个 二 聚 体 合 两 个 完全 相同 的 转录 单元 , 转录 成 为 358 A rRNA AK. AAC 
26S rRNA 位 于 这 个 前 体 的 3 端 部 分 。 

将 分 离 到 的 大 核 进行 保温 ,358 RNA 刚 释 放出 413 PRR RNA 单 链 ， 妈 内 元 
序列 ,而 没有 游离 的 外 元 出 现 。 如 果 延 长 保 源 时 间 , 则 灵 放 出 来 的 线 状 内 元 变 成 一 个 环形 单 链 
分 子 ( 图 6-85)。 将 分 离 得 到 的 358 前 体 分 子 在 一 种 只 合 一 价 阳离子 ,二 价 阳 离子 和 GTP 溶液 
中 时 ,能 得 到 同样 的 结果 。 用 GDP,GMP 和 鸟 嗓 蛤 核 形 也 同 祥 可 以 ， TREAT eA 
3:-OH。 这 就 表明 ， 这 种 反应 并 不 需要 能 量 输入 。 其 他 种 类 的 核 昔 ( 酸 ) 都 不 能 代替 SRK 
CD. 
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图 6-35 通过 电泳 检定 四 膜 虫 35S rRNA 前 体 的 拼接 过 程 

用 放射 性 标记 的 鸟 曝 叭 核 苷 处 理 358 RNA, 则 放射 性 进入 线 状 的 内 元 片断 中 。 现 已 栖 明 ， 
G 通 过 正常 的 更 酸 二 傅 键 与 厄 元 序列 将 5 器 相连 ,这 是 岛 核 巷 脂 37~OB 进 攻 第 一 个 外 元 与 应 元 
之 间 前 确 酸 一 酉 键 前 线 果 , 税 时 在 第 一 个 外 元 I 末端 此 诚 也 地基 ,然后 ,第 一 个 外 元 的 320 也 
进攻 内 元 与 第 二 个 外 元 之 间 草 磷酸 二 栈 链 , 银 果 尔 个 外 元 序列 连接 起来 ;而 释放 出 来 的 线形 内 
HEARN KERR EE ey, BT 45 BARD BT 
RSH eH, Hed 121918 6-28), ARR, REA TR 
键 ,因此 破坏 的 磷酸 柄 键 与 生成 的 磋 酸 柄 刍 总 是 相等 的 。 值 得 注音 的 是 在 转 栈 反应 过 程 中 ,不 
需要 任何 额外 能 量 的 输入 。 第 一 次 转 酯 反应 和 第 二 次 转 睛 反应 必然 是 紧密 耦 联 的 ， 因 为 路 察 
不 到 自由 的 外 元 序列 的 窑 在 。 同 桩 ,内 元 的 释放 和 外 元 的 连接 也 必然 是 同一 反应 的 两 个 结 黑 。 

上 述 的 IL-19, 是 四 膜 虫 358 RNA 拼接 的 最 终 产物 。 站 内 元 从 原初 转录 产物 上 切除 下 来 
后 ;内 元 又 进 行 了 两 次 转 转 反应 ,其 意义 可 能 在 于 使 基因 拼接 能 不 可 逆 地 进行 下 去 。 这 一 拼接 
反应 在 没有 任何 蛋白 质 存在 的 情况 下 就 能 够 进行 ,也 就 是 说 这 种 活 狂 是 358 RNA 的 内 元 本 身 
记 具 有 的 福 质 ,因此 是 散 自 身 催化 (auto-catalysis)。 这 种 自身 催化 是 将 一 处 已 有 的 磷酸 二 前 
键 转变 成 血 一 处 新 的 磷酸 二 栈 键 ， 不 需 冀 以 高 能 的 前 体 CNTP) 的 分 解 为 代价 合成 新 的 磷酸 
二 硝 刍 ， 从 这 一 意义 上 来 说 , 内 元 可 以 看 作 是 RNA 重 排 酶 (RNA rearrangease) 或 RN 和 4 蜡 
tap (RNA isomerase), 

然而 ,在 拼接 反应 中 ,* 栈 "和 底 物 是 同一 个 分 子 , 而 且 这 个 * 栈 "在 反应 结束 后 并 没有 再 生 ， 
而 是 变 成 了 不 同 的 分 子 。 因 此 人 们 曾经 对 于 四 膜 虫 3558 RNA 的 内 元 是 不 是 酶 的 问题 产生 
TH, RAAF HAAR Coch 等 人 进行 了 出 色 的 工作 。 他 们 的 工作 一 方面 阐明 TOR 
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图 6-36 pu Beh 36S RNA 
拼 技 的 化 学 本 质 是 连续 的 
BMRMHE RM 


355 RNA 的 拱 接 未 制 ， 另 一 方面 又 证 明了 工 -19 AFRA poly OKARA AUP IT 
登 为 一 定 的 空间 结构 ， 其 内 部 引导 序列 丸 与 边界 伏 的 外 元 序列 寅 对 。 当 岛 核 营 与 其 结合 位 点 
(内 元 序列 申 基 种 笑 定 的 空间 构象 ) 通过 氢 键 外 结合 上 时， 其 OLLIE RE Ah Fray 5 端 外 元 的 最 后 
一 个 核 并 酸 的 3" 磷酸 酯 键 发 劲 亲 核 进攻 的 位 置 上 ,于 是 5 拼接 点 发 生 断 裂 。 与 下 相 类 似 , 当 
5' 拼接 点 断裂 之 后 ,57 外 元 的 Y 羟基 也 正好 处 于 前 3 拼接 点 进攻 的 有 利 位 置 ,同样 也 需要 内 
部 引导 序列 的 作用 。 这 一 作用 机 制订 于 图 6-37。 当 工 -19 oF CU ,0,0,0,0,0) id 
时 ，T-19 能 够 催化 polyo 的 生成 。Cech 用 这 种 方法 已 得 到 有 数 十 个 核 莹 酸 的 PolyO。 这 一 
AARTE 8-38。 这 里 ,人 们 不 难得 出 绪论 :L-19 具有 了 酶 的 主要 特征 , 专 一 性 强 ， 加 饼 反 应 还 
度 , 反 应 前 后 酶 分 子 保持 不 变 。, 这 种 由 RNA 构成 的 酶 ,人 们 称 之 为 核 精 核 酸 质 栈 (ribozyme)， 
DST BA AM proteines enzyme) 。 为 了 方便 起 见 , 本 书 有 峙 将 核 情 枝 琶 质 隆 简 称 作 忆 
酶 。 
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图 6-37 ORR 35S RNA 的 内 元 采取 一 定 的 空间 构象 ， 内 部 引导 
序列 与 边界 序列 配对 使 得 园 酝 反应 能 够 版 利 而 正确 北 进行 。 图 中 内 
BERAREN 31~OH 对 于 5H 拼接 点 的 进攻 态势 

尽管 这 种 殿 化 福 质 是 RNA 本 身 的 性 质 , 但 在 体内 可 能 有 某 些 蛋白 质 能 稳定 RNA 的 结构 。 
从 而 协助 了 RNA 的 催化 作用 。RNAaseP 就 是 一 个 突出 的 例子 。 在 体内 具有 当 RNA 组 分 
MRNA 和 和 蛋白质 组 分 Os 蛋 内 质 同时 存在 时 才能 起 作用 ,然而 在 体外 ,只 要 增加 Mgt 浓度 ， 
就 使 得 Os 成 为 多余 的 了 了 。3M 本 党 就 能 够 起 俱 化 作用 ， 而 且 与 RNAaseP 的 作用 差不多 。 由 
此 可 见 ,这 种 RNA 具有 了 酶 的 性 质 。 在 E.coli th, Os 基因 的 突变 和 M RNA 基 办 的 突变 都 可 
使 RNAaseP 失 活 。 人 大 们 很 将 习惯 都 把 蛋 央 组 分 厦 成 是 负责 俱 化 作用 的 成 分 ,而 BNA WER 
是 辅助 成 分 ,例如 能 通过 天 革 配对 促进 与 底 物 的 结合 ,现在 已 经 弄 清 ,这 样 作 用 应 该 颠倒 过 来 。 

RNA 为 什么 能 成 为 俱 化 中 心 ? 催化 中 心 知 非 是 提供 一 个 表面 ,让 参加 上 反应 的 基因 检 近 并 
形成 国定 不 变 的 空间 关系 ,蛋白 帮 以 其 侧 链 基 因 的 多 桩 性 构成 现代 生物 细胞 中 绝 大 部 分 的 酶 。 
然 耐 RNA 分 子 也 能 够 以 其 分 子 的 空间 构 型 产生 键 的 断裂 和 生成 所 必须 的 环境 。 健 化 RNA 
PRH RNA 之 间 的 磊 基 配对 可 能 是 产生 这 种 催化 环境 的 主要 原因 ( 疼 6-39)。 

RNA 惟 北 功能 的 发 现 对 于 了 解 生命 进化 过 程 有 着 电大 的 意义 。 很 可 能 在 原始 的 生命 中 、 
RNA 所 催化 的 断 腊 ~ 连接 反应 是 最 早出 现 的 殿 化 过 程 。 根 据 从 个 传 信息 到 蛋白 质 他 成 的 过 程 
中 RNA HE ANEH RNA RNA, TRNA 等 ) ,人们 时 就 推测 RNA 是 年 物体 系 中 最 早出 
现 的 大 分 子 种 类 (Orick ,J 了. Mol, Biol. ,88:367-~379,1968), BRA tRNA 拼接 过 程 中 所 涉及 
的 2 PEAR MGR DNA 所 不 可 能 有 的 。 因 此 RNA 催化 功能 必然 出 现在 DNA 成 为 遗传 信息 
欧 体 之 前 。 也 就 是 说 ,在 原始 生命 中 遗传 信息 载 作 是 RNA 而 不 是 DNA。 由 于 DNA 的 稳定 性 
和 空间 结 移 方面 的 某 苦 优势 次 取代 了 RNA 成 为 主要 的 遗传 物质 : MERATE 2r 
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2 图 6-38 四 腊 虫 85S RNA 内 元 核心 
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图 6-39 MRR 355 RNA 内 元 的 空间 构象 造成 了 鸟 普 的 
3'~OH 向 5' 撞 接点 亲 桔 进攻 的 环境 ,这 与 牛 胰 核 糖 核酸 酶 激 
湛 2"~OQH 去 进攻 相 邻 的 位 上 的 私 酸 醋 刍 的 情况 十 分 相似 。 
性 和 灵 括 性 而 取代 RNA 成 为 主要 的 俱 化 章 ( 酶 )。 
RNA 的 催化 功能 可 能 负责 原始 体系 中 的 RNA Sil PA. Sharp 提出 了 这 种 不 依赖 于 
蛋白 质 的 复制 体系 假说 。 双 链 RNA 在 变性 时 ， 其 中 一 条 链 成 为 催化 RNA, 另 一 条 链 成 为 模 
板 。 热 能 或 某 种 原始 聚合 活性 促进 了 在 模板 链 上 形成 较 您 的 核 背 酸 片断 。 催 化 RN4 fe ee 


图 6-40 RNA ARS HAR. Mit RNA (I) 
BEMIS NEE, Hicabi es ere 
捧 有 催化 功能 的 ARC IL) HEAT S!-G ART RY 
HM (RON) 装配 宪 模 板 上 , 按 Watson-Crick 原理 
EU) R SeHSSRN RARER 
音 除 连 岂 起 来 TY)。 这 一 过 程 继续 进行 (Y)。 最 后 得 
IRE RNA( 了 DD。 这 一 双 链 RNA 总 否 作为 中 同 产 物 
诊 存 在 ， 钢 去 还 不 能 肯定 。 
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ETRY ME RES WES RRMA, AEM, Cech Mth ty 
PEIPER a PRA Ay AE BEE TAG TSE, 1989 B,J. A. Doudna Ñ J. 
Szostak #2707 Hi E, BER eg a RA, RG A Bk cRNA 震 元 这 个 控 
PO TR TT A R eA SP BK CHE XLT RAKE RRA RST 
对 外 ,在 律 个 接口 的 OF RRS PRIOR. HES Ay Sharp 的 假说 ，Cech 14 
kT BNA 自我 复制 的 模式 图 (图 6-40), HRM, ERA RNA ARR (或 单 核 
HAD MRA PRE RNA 复制 。 健 化 RNA 世 同 样 作为 烧 板 指导 其 互补 链 的 复制 。 

RNA FS i AS SPREE SL RA A I -R 
ESE SPA PS 5G) a ee, 4170 ERA Pc, 
AMRAN EE OE FE RI (hallmark), 1984 年 , Chu SAINT TEH ES 
RERATRE RANE PAH 107 AEP RAT, RRA T ARIEL. 

Ti 内 元 符 台 第 工 类 内 元 的 特征 ， 但 又 包含 其 特殊 性 。 其 内 元 以 Ochre 终止 密码 子 UAA 
TG, URIBE AUG AIR GA 6-41)。 这 就 提出 一 个 问题 ， 这 个 内 元 序列 到 底 是 在 RNA 
水 平 上 拼接 队 去 的 呢 还 是 在 珊 译 水 平 上 翻译 成 两 个 哆 眉 然 后 竺 玉 接 起 来 的 呢 ? 杂交 试验 由 
W, ZETA 感染 的 Ecok 中 发 钢 三 种 Ti 编码 的 RNA,2.5Kb 的 RNA 前 体 \1.3Kb 的 成 熟 
mRNA MKD 的 内 苍 RNA。 请 是 ， 人 们 六 未 分 离 到 与 外 元 相应 前 两 个 状 慌 。 因 比 Ti 内 元 
的 删除 机 制 仍 然 是 RNA 的 自 Pa 


图 6-43 We ee R WEH 


RNA 自我 拼接 的 反应 中 , BRT RNA 的 自身 催化 作用 之 外 ,有 时 还 需要 蛋白 质 因 子 维 
持 RNA 的 空间 构象 。 这 些 蛋 白质 中 ,和 有 的 竟 是 内 元 本 身 记 编码 的 。 


下、 编码 RNA 成 熟 酶 的 内 元 

在 许多 第 I 类 内 元 中 ,存在 着 外 苑 和 和 内 元 联合 编码 一 种 调节 蛋白 质 一 一 RN 成熟 醇 (RNA 
maturase) 的 销 况 。 最 近 ,也 发 现 第 工 类 内 元 与 外 元 联 台 织 友 成熟 酶 的 情 训 (如 眼 忠 的 叶绿体 
有 32KDa 的 RNA 成 熟 栈 )。 下 面 我 们 以 酵母 线粒体 细胞 色素 下 基 因 (co2 基因 ,又 称 BOXE 
ED WH Hi RNA 成 网 了 酶 的 生成 及 其 调节 作用 。 

不 同 的 队 母 菌株 含有 长 短 不 同 的 c05 基因 。 有 的 菌株 的 cob 东 因 是 所 谓 “ 长 基 闪 ”编码 序 
列 1155bp, BPA KAY 6 400bp, 包括 6 个 外 元 (B1~B6) 和 5 个 内 元 (II5)。 有 的 菌 
HAEA RARA REAY, 包括 3 个 外 元 和 两 个 内 元 。 第 一 个 外 元 相当 于 长 基因 
的 外 元 B1~B4， 面 长 基因 的 内 元 T1、I2 和 13 在 短 基 因 中 全 部 消失 。 长 基因 有 短 基 因 都 编码 
同样 的 385 拟 甘 酸 ,三 旦 具有 同样 的 表达 能 力 。 长 , 短 cob 基因 的 结构 示 于 图 6-42。 

分 离 cob 基因 的 mRNA， 可 以 得 到 儿 种 不 同 大 小 的 分 子 。 最 得 的 大约 8000 个 核 背 酿 ， 
HERR mRNA, 包括 了 编码 区 和 5/,3/ MARDER, HIGH 8.500 个 核 彰 酸 :是 未 经 处 理 

的 原始 转录 物 。 其 他 介 于 二 者 之 间 ， 但 大 小 是 不 连续 的 ， 说 明 其 中 有 的 内 元 除去 了 , 有 的 办 元 

仍然 留 在 时 面 。 

ee PHN Lb ARATE AA GM 个 图 距 单位 ， 各 华 之 问 相 隔 2 一 9 个 
图 距 单位 。 这 些 熊 可 以 分 为 三 类 ; 
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图 6-42 BEARER DREAM. EKAA RRE 
RRORPERE CG MS, TRL RA. 

(1) 顺 式 显 性 :包括 Bos4,8,\I,.6。 这 些 突 蛮 体 均 能 转录 出 mRNA, 但 是 产生 了 错 义 突变 或 
无 义 突 变 。 这 由 个 框 里 各 种 突变 体 相 互 之 阿 都 不 能 互补 ,这 就 说 明 它 们 都 位 所 同一 个 基因 中 。 
这 四 个 框 分 别 是 外 元 B1.B3.B4.B6。 由 于 B2, BS 很 小 (B2= Hop, B5 = Sibp) 尚未 发 现 其 中 
药 罕 变 体 。 这 种 突变 点 前 成 能 分 布 是 与 不 连续 基因 的 序列 相应 的 。 

(2) 另 一 种 版 式 显 性 : 即 Box9 #12 的 突变 ,其 中 突变 体 之 间 也 不 能 互补 ， 而 且 也 不 能 与 
第 一 类 突变 体 互补 。 然 而 它们 与 第 一 类 突变 体 不 同 ， 它 们 阻碍 mRNA 的 生成 。 序 列 分 析 志 
明 , 它 们 都 位 于 14 内 ,Box9 在 离开 14 左 拼接 点 350bp 的 Sbp 长 的 序列 中 ,Box2 位 于 4 右 拼 
接点 启 上 游 方 尚 25bp 处 。 两 组 突变 均 妨 得 14 欧 去 除 。 这 组 突变 ,说 明 村 两 个 问题 :内 元 中 特 
定位 点 的 突 谎 ,尽管 窗 开 拼接 点 相当 的 距 诊 ,仍然 会 影响 拼接 3 这 类 突变 与 蛋白 质 本 身 的 突变 
无 法 几经 典 遗传 学 方法 ( 即 互补 试验 ) 画 以 区 别 ( 由 型 的 顺 式 必 用 类 型 突变 体 ,如 启动 于 突变 和 
操作 子 突 变 也 是 如 此 ) 。 

(8) 反 式 隐 性 ; 即 Box3 10,7 三 组 突变 ,它们 构成 三 个 互补 群 ,虽然 每 个 赚 内 突变 体 之 间 
不 能 互补 ,但 能 与 不 同 苦 的 突变 体 以 及 上 述 第 一 类 外 元 突变 体 产生 互补 。 这 就 意味 着 ,这 三 组 
突变 中 任何 一 组 ,都 编码 一 个 反 式 作用 的 可 扩散 的 蛋白 质 , 它 可 能 通过 某 种 调节 作用 影 蘑 到 细 
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图 9-43 cob 基因 了 NA 的 连续 拼 绪 能 够 产生 库 列 量具 的 
蛋白 质 (RNA 成 就 梅 ) 的 mRNA 
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胞 色素 了 的 合成 。 这 三 组 突变 均 阻止 成 熟 cob MENA 的 产生 ,结果 导致 了 不 同 大 小 的 mRXS A 
前 体 的 积累 :Box3 突变 积累 7 500b, Boxld 突变 积累 ? 100h ,Box? 突变 积累 3 500p 的 mRNA 
前 体 。 说 明 这 三 组 突 灾 体 廊 影 响 的 产物 是 在 拼接 的 不 同 阶段 发 生 作用 的 。 序 至 分 析 结 果 裘 明 ， 
Box3 位 于 I2,Box10 位 于 13,Box? 位 于 I4( 图 6-42), JAK, cob 基因 中 I3,I4,I2 各 编码 一 
个 为 铀 除 各 自 的 内 元 序列 所 不 可 缺少 的 蛋白 质 。 这 沫 蛋白 质 就 则 做 RNA RAN IHRE 
于 稳定 BNA 的 空间 构象 ,而 不 是 催化 作用 。 

图 6-43 以 内 元 2 记 编 码 的 RNA 成 就 酶 为 例 , 说 明成 熟 酶 mRNA 的 产后 过程。 第 一 个 
外 元 (B1) 编码 细胞 色素 b BY IN Bi 139 SEAR CAI? bp) ,第 一 个 内 元 (E1)765bp, 其 中 三 个 阅读 
ESRR. B2 是 一 个 很 小 的 外 充 , 有 只 有 14bp。13 长 1240 bp, 在 其 前 840bp, 有 -个 开放 的 
阅读 框 ,与 B1+ B2 的 出 读 框 完全 一 致 ,这 样 , 当 了 被 除去 时 ,B1,B2 与 12 及 其 以 后 部 分 就 连 
接 在 一 起 ,成 为 一 个 较 得 的 mRNA 前 休 。 这 样 ,从 Bi 的 AUG 密码 子 开始 ,共有 144+ 280 = 
424 个 密码 子 ,能 翻译 产生 一 种 423 ARER RNA 成 熟 酵 。 其 前 144 个 氨基 酸 与 细胞 色素 
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bi N mH ARP RSH MR 279 个 氨基 酸 则 由 I2 编码 。 

这 个 RNA 成 熟 本 是 去 除 I3 本 身 所 不 可 缺少 的 。 毫 无 呈 义 ， 当 12 去 除 之 后 B1、 B2、 B38 
相互 衔接 起 来 ,就 不 再 产生 这 个 RNA 成 熟 诲 。 这 样 ， 就 构成 了 一 个 自动 调节 的 负 反 馈 网 络 ( 图 
6-44), ERAT RNA 成 熟 酶 导致 自身 合成 能 力 的 痰 失 , 因 此 细胞 内 RNA Be oi ARR 
线粒体 肉 在 在 这 一 种 负 反 馈 机 制 ， 就 说 明 一 种 NA 成熟 酶 只 作用 于 其 祖 应 的 内 元 的 排 接 过 
程 , 而 对 于 其 他 肉 元 的 拼接 不 起 什么 作用 ,至 少 大 多 数 铺 况 是 如 此 。 但 是 人 们 发 现 yco8 基因 的 
U 突变 体 {Boxzy 突变 ) 不 位 芒 碍 co5 MRNA 的 拼接 ， 而 且 芒 得 ozi3 BAY mRNA 的 拼接 。 
Box? 突变 在 [4 WIR BE PAE- -AEEA AMPT I (及 其 以 前 的 外 元 序列 
所 编码 的 RNA BURA. RED A 和 oris 的 某 个 内 元 所 必需 前 。 由 于 细胞 色素 j 的 
作用 和 细胞 色素 氧化 酶 的 作用 是 紧密 相关 的 ,这 也 可 以 看 作 汪 一 种 协调 机制 。 

酵母 线粒体 基因 的 内 元 不 具备 核 mRNA 基因 内 元 那 种 GT-AG 序列 ， 也 不 具备 一 致 序 
列 ,因此 编码 RNA 成 熟 栈 对 于 其 自我 拼接 是 很 重要 的 。 RNA 成 熟 酶 可 能 负责 内 元 的 识别 ， 
构 戌 振 护 复合 体 中 的 一 个 特异 性 亚 基 来 维持 RNA 的 空间 构象 并 促进 RNA 的 自我 拼接 。 


五 、 第 工 BAAR 


第 类 内 元 除了 内 6-1 中 及 孙 的 两 个 拼接 点 序列 特征 之 外 在 其 3 来 端 还 有 值得 注意 的 
FANE: . ， 

CL) 离开 8 拼接 点 6~12bp 的 序列 比较 保守 ， BOP Oy P, PaP, P,TÄP bop Ay E 
BEARER PER 

C2) 在 上 述 7 核 背 酸 序 列 的 中 间 和 两 侧 各 有 一 成 3~5 核 捍 酸 的 短 序列 能 与 上 游 方向 的 
搞 萌 酸 互 外 ;而 那个 保守 入 总 是 不 包 舍 在 这 些 互补 的 序列 之 中 。 也 就 是 说 ,在 形成 部 分 到 包 


anaa al -GAAAGGCUCUUYAAÇA. .1 ,Ag cugaytu! vagant 0980- 
” al2 -4caggeeucuyyuava.-..18.. .cauacgu! uuecutc “uayaclucuys 
”  al5 ~ -AQCGSGGGAAAACUUG....2.,,.aagduc! “oacoufucagcaulacua- 
1 
“prt ~AQUGGGECAAARUUUG.". «2... AAGAUC! vacoukucacnaut ucuc~ 
ae mt cox2 -GGGGAGGCGG c ocugoňciegaacicuva= 
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ile ` 
cl tRNA . ~GAAGGAUGGAUCGCUC hs a5ee -GGGCGAD: GAUUURC : cougaclceec- 
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“el tRNASla -GGCGGAGUVGUUSCCU. . $1, , AGGCC GGUUUAG ; 2, coysut coco. 


人 Ase 
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Sm RNA MEREN iverendy! 
图 6-45 SEU ATS! ROE RIAL BAS PEN AREA RT 


的 ? 核 但 酸 序 列 , A 为 其 中 企 保守 的 一 个 核 佑 酸 中 间 的 数字 表示 未 写 出 来 的 核 背 
酸 数 ， 在 这 两 侧 带 有 箭头 的 序列 表示 能 互补 形成 .RNA 的 二 级 结构 。 一 致 序列 中 
RRS, KRAER, XIR REE 


eg31。 


ARP WF A 六 是 不 在 双 链 部 分 ， MEATA Spe tH BS BEER By? ER se L 
ALG 6-45, 

由 于 mRNA BRR Se ESE ee Se mRNA 前 体 方 法 去 研究 mRNA 
前 体 的 排 接 机 制 ， 常 常 不 能 得 到 令 人 满意 的 结果 。 自 从 1984 年 险 佛 大 学 的 Green 实验 室 利 
FAG a ik SPC 的 启动 子 组 成 人 工 质粒 以 后 ,了 RNA 捞 搂 的 研究 取得 了 长 足 进 展 。 最 近 ， 
Peebles A (1986), van der Veen 等 人 (1986) 将 细胞 色素 o SALEH W A T yA E 
aig SP6 启动 子 的 质粒 (如 PBKM2) 中 (图 6-46)， 则 可 得 到 大 量 的 包含 此 内 元 的 RNA 转录 
产物 。 这 种 产物 具有 体外 自我 拼接 的 能 力 。 这 种 振 接 与 第 工交 内 元 不 同 ， 不 需要 带 有 3-08 
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图 6-46 (A) aiid ERG (B) AK 157 的 :DNA 序列 与 SP6 证 动 子 克 隐 到 质 袜 中 去 
WIPERS, LARS NEE 5mM 左右 的 Mg” 和 少量 亚 精 胺 ! 部 水 
增加 Mg** 波 度 , 亦 可 不 用 亚 精 腕 。 该 反应 有 个 很 狭 的 最 适 温度 范围 约 45 左右 。 切 下 求 的 
内 元 旺 赛 察 状 (laziat) ,由 2",8-~ 砍 酸 二 酯 键 连 搂 成 环 。 套 索 状 产物 如 用 HoLa 细胞 提取 波 ( 食 
有 去 分 枝 酶 ) 处 型 则 可 次 为 线形 分 子 。 以 套 案 状 产物 为 模板 进行 反 转录 , 则 在 分 枝 处 试 速 终 填 
反应 。 由 于 亦 崇 状 结 构 具 有 自由 的 3'~OH 末端 ,因此 可 以 用 与 赛 家 互补 的 单 能 DNA Het. 
以 赛 案 为 引物 合成 DNA 链 。 两 种 反应 结束 后 都 可 以 用 RNAasel URE RAH. BUM, 
电泳 , 即 可 发 现 新 合成 的 一 自 DNA( 图 6-47)。 在 体外 拼接 过 程 中 ， 还 发 现 少量 只 切 未 连 的 引 
外 元 序列 称 3 外 苑 序列 ,这 可 能 是 滑 了 体外 体系 中 缺少 维持 RNA 构象 的 蛋白 质 因 于 。 

第 互 类 内 元 的 自我 拼接 与 第 I 关内 元 的 自我 拼接 一 样 ,都 不 需要 铬 外 的 能 量 箱 入 ， 这 疙 
时 着 同样 可 能 是 一 连 电 的 转 珊 反应 。 但 第 I 类 内 元 的 自我 讲 接 不 需要 鸟 核准 或 岛 核 音波 来 
发 动 第 一 个 转 酯 反 庶 。 现 已 证 鹏 ,发动 这 第 一 个 转 厂 反应 的 正 是 ? 核 童 酸 序 列 中 的 保守 ASA 
以 其 2-OH 发 动 厅 核 进 攻 ， 保 守 A 不 参加 二 级 结构 的 碱 基 配 对， 保证 了 它 发 动 转 栈 反应 的 
功能 。 这 一 连 串 的 转 酯 过 程 示 于 图 6-48。 人 们 推测 。 核 基因 MRNA 的 内 元 的 拼接 过 程 是 与 
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图 6-47 EARRA 
(A) 及 转录 法 (B) know 片断 合成 DNA 法 
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图 6- 如 ”由 7 核 将 酸 序 列 的 保守 和 的 2 -OH RERE 
产生 一 系列 的 转 醒 反应 


A. REE mRNA 内 元 的 拼接 


BER MRENA HATES APRA, 均 为 GU………AG, 这 就 是 普 澳 适用 的 
所 调 Breathnach-Chambon 规划 。 在 内 元 的 3 末端 ， 也 有 一 个 核 芝 酸 序列 ， 其 一 臻 序列 是 
PyXP,TP,AP,。 除 此 以 外 ;再 也 没有 发 现 其 他 保 守 的 序列 ， 邵 使 在 某 一 物种 或 某 一 基因 族 内 
也 都 没有 发 现 。 这 两 个 保守 的 锋 接 点 序 询 确 实 很 重要 ， 如 时 这 两 个 保守 序列 突变 就 不 能 正确 
WME MRNA 前 体 。 地 中 海 贫 血 病 就 是 这 方面 的 例子 。 然 而 ,单车 这 样 简单 的 保守 序列 是 不 
TTR ELE MBH. PUN FE on RNA 参与 了 这 一 识别 作用 。 

FOR RAHN AH AH 100-~300 碱 基 的 小 分 子 RNA, 每 个 细胞 合 有 105~10 个 分 
PENERE RNA RSA T 转录 的 ,有 的 是 RNA 来 合 醚 了 转录 的 , 其 中 有 的 还 像 mRNA 
FRLET. FER Pi) RIA 明 做 snRNA， 在 细胞 质 中 的 志 seRNA。 一 般 情 况 下 它们 
部 是 以 核 蛋 站 形式 存在 的 ， 即 snRNP(snurps) fi secRNP(soyrps)。 在 各 种 snENA 之 间 有 
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后 烈 的 共同 性 ,各 种 snRNP 岂可 能 有 洪 周 的 蛋白 质 亚 基 ， 央 为 一 种 snRNP REV 
多 种 snRNP。 陈 了 洪 同 的 蛋白 质 亚 基 形成 的 核心 旺 灶 之 处 ， 每 一 种 saRNP A REY 
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图 6-49 人 类 UI snRNA MTRS, AE 57 末端 处 于 单 链 状 次 
其 他 物种 亦 可 能 有 类 似 的 序列 和 和 结构 

在 各 种 snRNA 中 ,只 有 UL snRNA 的 5 端 序列 能 够 与 mRNA HERR HEA 
互补 。UI smRNA 已 发 现 于 哺乳 动物 , 鸟 类 ,昆虫 的 细 肪 中 。 人 类 U1lsnRNP 中 除了 RNA 之 
外 ;还 合 有 8 TERRIER, AX URNA 的 可 能 的 二 级 结构 示 于 图 6-49。 其 中 久 来 端的 11 
个 核 芍 酸 星 单 链 状 态 ， 因 比 能 够 与 拼接 点 序 测 互补 。enRNA 与 拼接 点 配对 情况 的 模式 图 示 
FH 6-50。 上 图 表示 ENA 与 内 元 相互 结合 的 益 体 结构 下 图 为 一 个 典型 的 内 元 序列 与 
snRNA 的 碱 基 隐 对 状况 ,其 中 UL snRNA 的 COU 序列 的 精确 配对 情况 还 很 难 矣 言 ,因为 它 
ADHERE AW AGG 都 能 互补 。 图 6-50 所 示 为 最 好 的 结合 状况 。 对 于 大 多 数 内 沅 来 说 ,其 
ANBAR 4~6 REMY UR ANA} REM, ERRE, U1 sn RNP 只 能 
SHEA A, 目前 尚 无 与 右 拼 拉 点 结 含 的 证 据 。 与 拼接 点 结合 是 整个 UL snRNP 的 性 质 ， 
ei TH SRNA 不 能 与 掩 接点 结合 。 我 们 知道 ， 这 蔚 少量 的 特异 性 的 磊 基 瑟 对 必须 依 整 子 
特定 的 环境 ,就 像 tRNA ARES PORE SES RS EU co RNA 
SHC CE BCT PG A hd Se PERAK (aplicoosome) ,U1 mRNA 只 有 在 这 禅 的 一 个 复 台 
ETRE AR 
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6-50 UL RNA 与 内 元 的 左 拼接 点 配对 ， 也 局 右 拓 接点 可 对 ， 
以 实现 两 个 拼接 点 的 断裂 与 再 连接 

关于 U1 snRNP 参与 核 mRNA 前 体 拼接 的 证 据 很 多 。 最 初 的 一 个 间接 证 据 就 是 一 种 和 
身 免疫 疾病 一 一 红斑 狼疮 病人 体内 有 一 种 抗体 ， 其 主要 必用 对 象 是 snRNP。HeLa 网 胞 受 腺 
病毒 感染 后 , 腺 病毒 RXA 能 够 在 细胞 中 拼接 。 如 果 将 这 种 细胞 核 分 离 出 来 与 抗 snRNR 的 抗 
体 保 湿 , 则 拼接 反应 停止 。 用 补 肯 脂 素 (psoralen) 处 理 核 蛋白 , 然后 再 用 紫外 线 处 至， 出 可 以 
发 现 有 UL snRNA 麦 放 出 来 。 因 为 补 骨 胆 素 只 能 交 联 双 链 核酸 分 子 。 也 就 是 说 ，snRNA 已 
经 与 mRNA 配对 结合 ,分 离 提取 后 再 用 紫外 线 解 诡 联 ,snRNA 才能 释放 出 来 。 

在 喜 核 生物 愤 mRNA 前 体 的 拼接 体 中 ， 除 了 U1 snRNP 之 外 ， 还 发 更 其 他 种 类 的 
snRNP, U2 snRNP, U5 snRNP, U4/U6snRNP。 迄今 为 止 , 人 们 并 没有 发 现 这 些 snRNP 
其 有 酶 的 活性 。 它 们 都 是 与 mRNA 前 体 共同 组 成 一 个 拼接 体 ，U1 snRNP 通过 其 RNA 识 
Sil 5 端 境 接 点 序列 并 与 之 结合 ; U2 snRNP 通过 其 RNA 识别 并 结合 分 枝 吉 ; U5 snRNP it 
过 其 70KDa BRE ARS T 3 拼接 点 ,其 具体 位 置 在 3 拼接 点 与 分 枝 点 之 A eA 
序列 。 这 个 70KDa BARE Sm 蛋白 质 的 一 个 新 成 员 ， 为 U5snRNP 所 特有 。 在 其 它 己 发 
现 的 Sm 成 员 中 ,入 蛋白 质 ,O 蛋 帕 质 和 68 区 Da REN UL snRNP 所 特有 ;了 蛋白 (28KDa) ， 
B! 2814 (29KDa),D RA (16K Da) .也 蛋 白 (13 区 Da) 等 均 为 各 snRNP 的 通用 成 分 ,其 中 DD 蛋 
HERS Sp U RNA 分 于 上 的 所 谓 Sm 接合 位 点 发 生 作用 。 这 些 U snRNP 除了 与 mRNA 
前 体 发 生 神 互 作用 之 外 ,还 可 相互 之 闻 发 生 作 用 。U4/U6 snRNP 可 能 并 不 与 mRNA 前 体 结 
合 ,而 是 充当 拼 氨 体 的 结构 成 分 并 可 能 承担 各 种 UsnRNP 之 闻 的 “通讯 * 工 作 。 

真 核 生物 的 RNA 拼接 体 大 约 有 50 一 508。 用 Hela 细胞 核 提取 液 和 mRNA 前 体 可 以 进 
行 拼接 体 的 组 装 。 首 先 形成 一 个 80 一 358 的 复合 体 , 这 一 过 程 是 需要 ATP 的 ; 然后 才 形 成 一 
个 50~60S 的 有 劲 能 的 拼接 体 。 其 具体 过 程 还 不 清楚 , 湄 推 测 可 能 是 先 由 US snRNP 识别 3 
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PRAMA Ad U2 sn RNP 识别 分 枝 点 ， 最 后 由 U1 snRNP HA Be. eT 
mENP 之 外 , 可 能 还 需要 LuRNP, mRNA 前 体 上 ， PEBBLE, BS 拼接 点 的 
GUSH, 8 拼接 点 的 AG 及 其 前 面 的 11 SE ARERR]. AHR TALC 2 末端. 上 
WARAH 380 一 40 ARE HUNA P, XP, TRAP, RERE T 类 内 元 一 
样 ， 也 是 由 这 个 保守 入 对 5 PRAEDA ATS MERIT, A 5 dent 
与 保守 人 通过 51,2’ 栈 键 形成 赛 案 结 物 中 疗 体 (包括 内 元 及 其 下 游 外 元 )。 然 后 与 UlsnRNP 
相连 接 的 切 下 来 的 外 元 的 8? 末端 选 攻 内 元 的 3' 拼接 点 ， 切 除 呈 赛 索 状 的 内 元 ， 连 接 两 个 外 
元 。 实 验 表 明 ; 当 5 拼接 点 切断 后 ,Ul sn RNP 就 连接 证 S 拼接 点 ， 这 对 于 后 一 步 到 应 至 关 
重要 。UI snRNP 是 通过 结合 US snRNP 而 与 3" 拼接 点 相连 结 还 是 UlsnRNP 取代 了 U5 
snRNP 而 与 3 拼 著 点 结 会? 现在 还 不 清楚 ,四 来 有 可 能 是 后 一 秘 情况 ,其 中 可 亡 存 在 着 一 各 
别 构 效 应 。 


第 九 节 转录 后 处 理 (四 ) “不 连续 转录 和 反 式 拼 搂 vs 


1982 Æ, yan der Ploeg 第 人 在 研究 锥 虫 (了 7rypezosom6) 的 可 变 表面 糖 蛋白 (VSG) 基 
因 及 其 mRNA 时 发 现 ,在 mRNA 5 Be 35 RRA, BRB PUES 
RNA 是 分 别 转录 的 ,然后 才 各 过 某 种 机 制 连 扶 到 一 起 去 的 。 后 来 发 现 , 锥 由 的 全 部 mRNA 都 
含有 这 个 35 MEP: 而 这 些 mRNA 基因 中 全 都 没有 这 样 的 序列 。 这 样 的 35 个 厌 基 的 序 
列 , 就 称 为 小 外 元 (miniexon)。 后 来 人 们 发 现 这 种 小 外 元 的 基因 呈 连 续 重 复 的 形式 排列 在 外 
虫 的 染色 体 上 ,大 约 有 200 个 这 样 的 重复 单位 。 每 个 基因 转录 产生 135 个 核 背 柄 的 产物 ,前 35 
个 为 外 元 ,后 100 SAA Tis HEB PAE AY S 拼接 点 。 外 元 序列 有 00% 的 保守 
性 ,而 内 元 序列 除了 拼 洲 点 之 外 ,无 保守 性 (图 6-51)。 
REM 中 “拼接 点 
to, 20 30 0 
5'tyaactAANNe NNTNNNNNNNNCAGTTTCT GTACTNNATTGg tay gnnnan 3° 
Bae : ORR ' GES 
图 6-51 AMERA 

小 外 元 有 eoh ARTAR ATRN 9 个 核 背 酸 也 有 60 免 的 保守 性 ; 

转录 起 始点 前 6 个 核 背 琶 亦 高 度 保守 。 内 元 只 有 S MER, AREE 

入 生物 的 保守 序列 &t。 小 外 元 用 大 号 字母 赤 示 ,其余 序列 用 小 写字 母 。 

这 个 小 外 元 到 席 是 通过 什么 方式 与 RNA 的 编码 序列 相连 接 ? 先后 有 三 种 很 说 出 更 。 

一 种 是 引物 假说 ， 即 小 外 元 基因 产物 作为 引 欧 。， 然后 共 价 延 伟 产 生 了 SG 基因 转录 物 ， 再 通 
过 烦 式 拼接 除去 内 元 。 在 当时 ， 发 现 了 SG 基因 的 转录 是 对 扑 育 草 厂 不 敏感 的 ， 这 宕 明 转 录 
VSG 基因 的 不 是 RNA RAM 工 ， 面 是 一 种 特殊 的 RNA 来 合 酶 , 它 需 要 小 外 元 基因 访 物 ( 包 
BEATER HRA EA S| BORER VSG RA, ARH, 共 他 蛋白 质 基 玛 的 转录 全 是 
RNA RAM IRAN, MRNA RON 工 基 不 需要 引物 的 。 现在 已 经 知道 ，7 8G RRS 
RNA 聚合 酶 工 转 录 的 ,而 RNA RON EEA RE A RNA 都 不 需要 小 外 元 产物 
作为 引物 。 因 而 这 种 假 讽 早已 被 否定 。 第 二 种 假说 是 这 两 种 基因 转录 产物 由 卫 N&A Be ey 
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JERR RNA 分 于 ,然后 再 通过 需 式 拼接 除 央 内 元 。 第 三 种 假说 是 , 这 丙种 独立 的 基因 
产物 ,不 产生 黄 线 竹 的 中 问 产 物 , 而 是 直接 将 两 个 外 元 拼 掠 在 一 起 。 这 种 祥 接 方式 与 已 发 现 附 
RNA 拼接 方式 ( 顺 式 ) 不 同 , 称 为 反 式 拼接 。 上 述 三 种 假说 ， 从 RNA 拼接 的 角度 来 说 ， 可 以 
妇 结 为 两 类 ,前 两 种 为 顺 式 拼接 ;最 后 一 种 为 反 式 拼接 。 

1986 年 ,W.J,Murphy #1 R. E. Sutton SAARE ARENT ES RARE 
因 的 外 元 的 器 接 方式 是 反 式 拼接 。 李 们 发 现 拼接 产物 是 Y 型 结构 ,而 不 是 套 索 结 移 。 他 们 将 
拼接 产物 用 Hela 细胞 核 中 的 去 分 枝 杉 (特异 地 作用 于 2 ,5 殉 酸 二 栈 键 处理， 结果 分 离 到 
100at 的 小 外 元 楚 因 产物 中 的 内 元 序列 。 如 果 是 顺 式 拼接 的 话 ， 只 能 得 一 个 很 大 的 内 元 序列 
(图 6-52)。 

反 式 拼接 的 机 制 ， 人 机 未 设想 它 与 顺 式 拼接 有 什么 本 硕 的 不 同 。 它 仍然 是 一 连 襄 的 议 酸 
于 转 欧 反 应 。 在 馆 吕 这 一 类 你 等 真 核 生物 中 已 发 现 许多 反 式 拼接 现象 。 这 种 反 式 斤 接 ， 亦 可 
能 需要 一 个 拼 拟 休 来 促成 拼接 反应 的 完成 ,个 化 作用 仍然 是 RNA 本 身 所 具备 的 性 岳 。 
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图 6-52 小 外 元 序列 与 蛋白 质 基 因 的 mRNA 疯 种 不 同 幸 赤 方式 及 其 结果 
(a) ARH: (b) RBH 
奇怪 的 是 ,在 众 虫 的 蛋白 质 基 因 中 ,没有 一 个 编码 序列 是 被 内 元 所 打 汤 的 。 因 此 在 众 贝 体 
内 只 有 反 式 拼接 ,而 不 存在 睫 式 拼接 。 现 在 还 不 知道 为 什么 这 两 种 拼接 方式 不 能 共存 ,很 本 能 
在 钾 吕 体内 只 存在 着 一 种 适应 反 式 拼 护 的 拼接 体 。 关 于 反 式 拼接 的 生物 学 意义 还 不 清楚 ， 可 
A NURIA mRNA 的 谓 幅 子 作用 以 及 基因 表达 的 调控 有 关 。 关 于 反 式 拼接 ,最 近 在 高 等 真 
杞 生物 中 ,如 烟草 的 叶绿体 中 亦 有 发 现 。 
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严格 说 来 , 北 转 录 并 不 属于 转录 的 范畴 。 不 仅 逆转 录 的 过 程 和 产物 与 转录 完全 相反 ,而 且 
介 导 这 一 过 程 的 逆转 录 栈 与 RNA 聚合 酶 截然 不 同 。 从 本 质 上 来 说 ,逆转 录 酶 是 属于 DNA R 
合 酶 ,其 前 体 物 为 NTP(dATP,dGTP,dOTP.aTTP) ,产物 为 DNA gi; 必须 有 引物 存在 的 
情况 下 才能 起 始 京 合 ;Zn*+ 为 这 类 金属 蛋白 所 不 可 续 少 的 城 分 。 从 生物 学 意义 上 来 说 ,转录 


DNA 复制 


DNA 


RNA 复制 RNA 


Bt ER: 
图 6-53 逆转 录 过 程 的 发 现 
完善 了 中 心 法 则 。 


的 目的 在 于 制造 基因 的 产物 (RNA 或 者 蛋 睛 质 》， 而 还 原 病毒 道 
转录 的 直接 目的 在 于 基因 组 的 重组 。 因 此, 关于 道 转 录 的 过 程 和 
意义 主要 放 在 第 士 一 章 (遗传 重组 ) 中 讲授。 本 节 仅 扼要 地 仍 述 
道 转录 酶 的 结构 及 其 酶 学 特性 。 安 排 本 节 内 容 的 目的 仅 在 于 表 
W DNA 与 RNA ZAM ARAM RNA RAAB HOR 
TAA, HTM REM RL, Ao EN 
得 到 补充 和 完善 (图 6-53), 

逆转 录 酶 是 1960 年 由美 国威 斯 康 星 大 学 Tenin 等 人 首先 
发 现 的 。 他 们 研究 鸟 类 的 路 斯 氏 肉 瘤 病 毒 时 发 现 了 一 种 依 意 于 
RNA 的 DNA RAM aE MRM TERM. JA 
来 ， 人 们 陆续 发 现 了 各 种 高 等 真 核 生物 的 RNA 肿瘤 病毒 都 有 
DERE DS RNA PREMAERA. TRAGER E 
物 中 ， 还 发 现 了 活动 的 散布 遗传 成 分 (mobile d spersed 
genetic elements, 简写 mdg) * 其 结 攀 与 还 原 病毒 非常 相 亿 ( 详 
见 第 十 一 章 )。 记 有 这 些 还 原 病毒 者 有 三 个 “基因 ”, 一 个 为 gag， 
编码 病毒 种 族 特 异性 的 抗原 (group-speoifie antigen); 一 个 
是 pols 编码 逆转 录 酶 ; 一 个 是 en， 编码 病毒 外 膜 蛋 所。 这 三 
个 “基因 ?只 是 指 其 编码 序列 ， 而 实际 上 通过 不 同 的 转录 后 和 翻 
译 后 处 理 可 以 产生 多 种 不 同 的 蛋白 质 。 

SAH RNA Ha AMV (avian mycloblastosis virus), 
ASV (avian sarcoma Yirns) 的 道 转录 酶 具有 两 个 亚 某 。 其 中 
UES FEA 63KDa,8 亚 基 为 M4KDa。a 亚 基 是 B 亚 基 经 蛋 
白质 水 解 作 用 后 产生 的 ， 而 8 亚 基 的 前 体 可 能 是 也 180ssrem 。 
岛 类 的 道 转录 酶 有 三 种 分 子 形式 ,一 种 是 w, 一 种 是 a8, 一 种 是 
Ba 其 中 ap 是 主要 形式 ,对 病毒 708 RNA 前 亲和力 也 最 强 。 


吓 乳 类 还 原 痢 考 的 道 转录 酶 一 般 为 单 亚 基 结 构 。 这 些 病毒 可 以 分 为 B.Q.D 三 种 类 型 。B 型 
LUD RAL MMTV) YR, FMR ARF ity LOOK Da, 0 型 以 鼠 类 白血病 病毒 
(MaLV) AR, MERA T Ht 80KDa; DW p Mason Pfizer 氏 猴 病毒 (MPMY) 为 
代表 ， 其 道 转录 了 酶 分 子 量 大 约 为 90KDa。 

道 转 录 栈 是 一 类 非常 复杂 的 酶 ， 在 其 简单 的 一 条 上 肢 链 上 具有 多 种 酶 活 人 性。 在 组 成 形式 汶 
28 的 道 转录 酶 中 ， 酶 活性 由 a 亚 基 提供 。 主 要 的 酶 活性 有 DNA RANEE, RN Aah 活 
性 ,DNA ADIGE DNA PERMITE BRR EDA RNA 结合 话 性 等 。 下 面 分 草 叙 述 
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这 些 酶 活 狂 。. 

1. DNAR SH 212 道 转录 了 酶 不 但 其 有 RNA 指导 的 DNA 请 合 酶 活性 ,而 且 具 有 DNA 
指导 的 DNA RAMEE. Be BER MAG RNA 或 DNA 为 模板 ;在 引物 (RNA、DNA 
均 可 ) 存 在 的 情况 下 合成 DNA。 尽管 两 种 DNA 诊 合 酶 活性 的 热 失 活 玉 度 不 同 ,但 是 人 们 认为 
这 两 种 活性 是 同一 的 。 逆 转录 酶 与 所 有 的 DNA RAM- RRE Zn, 需要 一 个 带 有 3’-OH 
PSR AREY SEE RAS, DNA 链 的 全 成 方向 为 5'->3, 即 遂 过 在 引物 的 37- 
OH 与 5 一 三 裤 辽 脱氧 核 背 前 体 之 间 形 成 8.5’ ROAST DNA 链 进 行 具 价 延 介 。 当 初 
AMTEUA NR RET DES Bi, ELERE RNA 分 子 已 经 结合 了 tRNA 分子 (在 ASV 
RNA 分 子 上 结合 了 tRNA™?)。 因 此 还 原 病毒 的 粒子 中 有 四 条 RN A 链 通 过 和 毛 键 相互 连接 起 
来 。 两 个 tRNA 链 分 别 与 两 条 病 者 基 因 组 RNA 链 以 反 平行 方式 联结 ; 而 两 条 病 改 基因 组 
RNA 链 则 以 平行 方式 联结 ,对 于 这 郝 联 结 方 式 ,人 们 至 今 还 缺乏 详细 的 了 解 。 

人 们 利用 不 局 的 模板 一 一 引物 体系 可 以 区 分 还 原 病毒 的 逆转 录 栈 与 细胞 DNA 聚合 酶 。 
逆转 深 酶 能 利用 (Om)a* (dG) HEAT Aa DNA 合成 而 不 能 剩 用 (dT)。 (A-AA) 
(P 而 细胞 DNA 豪 合 栈 治 怡 相反 。 然 而 ， 并 非 仅 有 道 苇 录 醇 才能 以 RNA HARA 
DNA, ANIH Ecot DNA RAN I IH A HALL RNA 为 模板 拷贝 出 DNA 链 。 

逆转 录 酶 不 具备 8+ 51S’ > 3 外 切 酶 活性 。 真 核 生物 的 DNA RAR a Oy 虽然 也 缺 
ob 85! 外 切 酶 活性 , 但 可 能 由 于 具有 3-5 外 切 酶 活性 的 DNA ew ORLA, HRE 
物 的 DNA 复制 与 召 .co2 具有 同样 水 平 的 保 真 度 其 至 更 高 一 些 。 然 而 ， 逆 转录 酶 措 贝 出 的 
DNA RA RWS (SS BR i MLR A ye E.coli A 1~3 个 数量 级 , 这 
就 是 各 种 RNA BERBERA LH BS A 

DUPER BA TE By ET REY processive) KERA 仍 有 争论 。 一 般 认 为 ME 
HRN af8 是 进行 性 的 ,a 是 非 进 行 性 的 , OPAL a a RY ERR 
结论 。 . 

2. RNAaseH 活性 还 原 病毒 机 将 自己 的 单 链 RNA 分 子 转变 为 双 链 DNA 分 子 才能 整 
合 到 寄主 染色 体 中 。 要 完成 这 样 一 个 过 程 , 就 必需 有 降解 RNA 的 酶 活性 (这 一 复杂 过 程 将 
在 第 十 一 章 下 讲述 )。 因 此 ， 所 有 的 道 转录 酶 都 具有 RNAaseH 的 活性 。 然 而 着 转录 酶 的 
了 RNAaseH 活性 一 般 是 局 于 外 切 栈 性质 (5->3’ 和 3 和 ->57) :而 不 具备 内 切 酶 竹 质 , 因此 作用 较 
悍 。 道 转录 酶 48 的 RNAaseH 活性 是 进行 性 的 ,而 其 他 的 逆转 录 酶 的 RNAaseH 的 作用 方 
式 则 可 能 是 随 视 的 。 

有 许多 证据 表 明 ,RN AaseH 活性 与 DNA 素 合 杉 活性 位 于 同一 条 上 时 链 上 ,但 位 于 不 同 的 区 
域 。-… 般 说 来 ,DN A 紊 合 酶 活性 比较 容易 受到 热 和 化 学 试剂 的 作用 而 失 活 ， 而 RNAaseH 则 
ABATE. ABA ARS AMV 的 逆转 录 酶 a 降解 成 24EDa 的 片断 或 将 MuLV 的 逆 
转录 酶 降解 成 39KDa 的 片断 ,结果 都 失去 了 DNA 聚合 酶 活性 而 只 剩 下 RN AaseH EE. 

3，DNA Amiet 所 有 的 逆转 录 酶 都 表现 出 一 定 的 DNA 内 切 隘 活 性 ， 这 种 酶 活性 
具有 位 点 特异 性 。 当 有 Mott 存在 时 , 则 失去 了 位 点 特异 乌 , 而 成 为 对 超 螺旋 更 为 敏感 的 切 刻 
ANGE. DNA 内 切 酶 活性 可 能 与 重组 功能 有 关 。 

4, DNA 旋转 路 活性 NUK, ASV 病毒 粒子 含有 DNA 旋转 酶 活性 ， 能 侯 使 了 型 DNA 
AEA? 型 。 这 方面 的 细节 及 其 生理 功能 都 还 不 清楚 。 

5， 埋 就 酶 活性 TET, AMV 的 逆转 录 酶 a6 或 a 都 具有 螺旋 酶 活性 。 解 旋 绪 果 可 以 
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RAMEE Ry SL RAEE. LAERE E P DNA DXA R gR DNA 
RNA 双 链 ,而 不 能 作用 于 RNA RNA Mi. MARIEREN, ky DNA RAE 
4: RN AaseH 活性 位 于 同一 条 肽 链 的 不 同 区 域 。 、 

6，tRNA 结合 活性 押 有 的 逆转 录 酶 都 具有 与 其 引物 tRNA 结合 的 能 力 。 在 ASV 和 
AMV 中 为 8NA?mT, 在 MuLV 中 为 tRNA ， ERHI mdgi 中 为 TRNAS, 这 一 能 力 显 
然 是 这 些 还 原 病 毒 或 返 座 元 (Tebroposon) 起 始 逆 转录 的 重要 你 证 。 


提 E 


ERNA RASH HAT, RDNA PRS RRNA 的 整个 过 程 , Bede, LS 
LER MR. PRARAAAW EH, MAAK, MARAE EES 
Bee Aia DNA oe Rte Hy Ae ALA OE AR HAT LAIR AL, TEAS Rdg OUR AR L 
Se Rie Re 

RNA ROG DNA RAE KE, SRE REH SAM TELS iro xma EU 
RNA RAR RE BER bBo 这 样 五 个 亚 基 。 后 来 发 现 的 了 nsAA 也 可 以 看 作 是 它 的 亚 
基 。0 亚 基 是 全 酶 识别 启动 子 的 要素 : 有 ERARD KARDA LAR OH iy Br 亚 
基 可 能 与 有 义 链 结合 ; cB RTERS SRSA MT HERS, G45 RNA ROMS 
ADNAREMLENA, RRLHASH BNA OM OME RIRNA 基因、 插 白 质 基 田 
Ža BS rRNA RNA EH, Wibo BGA Cih RNA ORR, 

原核 生物 中 * 功 能 相关 的 基因 通常 前 语 相连 成 为 操纵 元 ， 曲 一 个 共同 的 控制 区 进行 园 凶 的 
控 币 。 控 制 区 通常 包括 操作 子 和 启动 子 两 个 部 分 。 启 动 子 有 两 个 重要 的 序列 , 即 一 10 序列 全 
一 85 序列 。 诈 多 分 解 代谢 操纵 元 ,在 其 启动 子 中 还 有 cAMP~OAP HOES, FUL 物 的 三 
HRNARSMAS SAWS TAU, RNARAMIAA-#A MTA RNA RA 

4 再 通 常 为 基因 内 局 动 子 ( 下 游 启动 子 ) RNA RAG I ae 动 子 最 为 复杂 ， 有 柱子 性 点 和 

“TATA BEES DFAT GLAS ATADNI RAHA, PLGA AATE, GO 本 等 。 
真 核 生物 的 基因 还 常 全 有 增强 予 。 增 强 子 成 分 与 上 游 启 动 子 成 分 一 样 ， 均 通过 其 雪白 质 结 合 
因子 才能 促进 转录 。 

原核 生物 RNA RSM o 亚 基 能 发 现 一 35 序 列 ,全 醇 与 -95 序 到 结 合 后 形成 封闭 启动 子 
Loh, AGARULAD 未 知晓 的 机 制 转移 到 一 10 序 别 并 放 导 了 一 10 序列 的 局 部 解 夺 。 形 
成 开放 性 启 HELO, CER PW MME ARERR WA EER ES ER BOD 
FRAG, AARRETTA A ASO ERE, RRS LSM Hct SDNA 
BREITER RAR E. BNARLEPRORKERERERER, ASH 
EEE, AEH RYU TER, 

RRHALFSALTEM, ALTRARNA RE EH LAAG. PR 
RNA 6URM-GE2H, 5 PERO RMAMMRS, TRAST p ATURE AMAT 
SGC LY, GARE RAEE RALEA AU RH, RNA- EPU, RMS 
PAFHMETM AR. PATHERLMAN ARH. RRS T HA RNA 链 并 条 用 水 解 REP 
所 释放 的 能 重 从 57 hI 方向 移动 。RNA RSAC LPG RD, AP p APARER 
会 。P 因 于 通过 与 且 亚 基 的 作用 ， 促 进 转录 的 终止 。 原 核 生物 的 转录 和 翻译 的 联合 At 
结 会 到 RKA LAMERS AF P 图 子 的 终止 子 前 的 无 义 突变 则 过 成 后 续 基因 无 法 转 孙 。 
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RRLALE LUMBER D RNA R SB ATH RN F-PALASF AANA 亚 基 。NusA 
Rh SO ES, EG R uR A oh Lik AP os SE AALAND A R KGS dee LE 
GN fo QE DT mt fo guii t, OHA | FH Nod ;NosSB Nush AE tt ARNAR 
仿 酶 的 一 个 NusA sk Pea, ARELA AREER RNA RSG 
Fe ALF eg Re ALE TER, 可 能 都 需要 富 含 在 /下 AF AMARNA RSM I 
Aip Rats SR MAMMA EAS Ret hh EG RY A ko 

uf Ae eth Ae MRNA of Bf SA AHF dean, Kap A MRNA 64 3! FR 
AAG, MPVPSHAD, D AMUN - PARP RAS Sew Om SPR Or 
ROR Sa) 相连 。 使 得 mRNA 并 无 自由 的 5/ AR, SEREIA RRA 
终 业 之 前 , 由 识别 AAUAAA (以 及 GUGIUGIUGD) 的 特异 的 酶 以 及 poly(AA) ROM ERR. EZ 
4G THE RE RD he RNA 成 分 组 成 RNP de of AE a FRE EL 

原核 生物 的 三 种 rRNA 基因 与 tRNA ABRAM T 个 Frn 操纵 元 。 转 录 产 生 的 308 
的 多 基因 RNA 产物, 起 后 当 忆 到 Aase 开 切除 先导 序列 ， 抱 尾 序列 和 基因 阔 序 列 。 真 核 生 均 
845.88, 189,288 三 种 rRNA $a SAE RL, eR ATG HR RNA 分 子 , 这 种 RNAS 
FLAKY URS Ri AC OL), ER RM RAMS. RNA 转录 产物 的 
AOR ATS LA, LP AE A RNAasoP, 它 由 375 pakit) Mi RNA fe 20 KDa 的 
OG, & Gt Mme 

TERRIER AW Rit RHP STM HALA, REALAN ARLE 
THERA RA ERNA, db ARS a he, 可 以 分 为 tRNA A, BIR 
WA, pI 类 内 元 和 核 PRNA 内 元 四 大 类 型 。tRNA NA CHRO, Rey RNA 
连接 酶 将 西 个 tRNA 半分 子 和 连接 起 来 。 菜 工 类 内 元 具有 保守 的 办 狠 点 序列 吕 J……GJ， 能 形 
成 中 部 被 心 结构 的 保守 的 5-P-Q-R-B-3" 序 列 以 及 能 与 两 个 拉 接 点 序列 配对 的 内 部 引导 序 
Flo TERRA RSME it RR-EPURRARRE RE, EBERT A Hy 将 外 
Atik. ABA ARGS ARS RNA Aiki, ES RRMA AR AA AHA 
TASH, BI RAART (GUGOG AU) ik — HES eI), AO BA IG 
P PP, P, TAP, HPA RART AMM, LARA AHY RR De Hobe, 进行 
HH EHEMAN, WP ERRAN AEP ARREK. MRNA HLA S EO 
类 内 元 十 分 相似 ,只 是 需要 极为 复杂 的 拼接 体 。 插 接 人 是 由 口 A snRNA 和 一 系列 的 过 自 质 
Qik MRNA 内 元 有 保守 的 5 HARA GU 和 37 拼接 点 AGL 以 及 分 半点 PyXPyYTPoAP，。 
同样 ,由 ka 2 eR ae bk, Ith IR AEP EE. RNA 催化 作用 
WEMA POPE So GR Cee FM Ae aD, 

HEME OMRARRSHA A, CHEE, SORZAN EA LED 3: 拼接 点 。 
小 外 元 基 回 应 桓 的 内 元 含有 5 二 接点 。 这 两 类 基因 分 别 转 录 点 RNAs 两 种 了 NA 分 子 的 外 元 
Adie PU RM MRNA, 两 部 分 内 元 形成 型 产物 。 这 种 料 拉 方式 就 是 反 式 拼接 。 

MONA 措 贝 出 RNA 的 过 程 称 为 转录 8 Sei, MRNA KAR DNA titat yig 
Ro MER THRE ef ETELA ASEM EL, HR Reid RA 
发 现 补充 和 党 善 了 中 心 法 则 。 


«2dhe 


参考 xe 


1. Ozick, F. H. ©. (1958) “On Protein Synthesis.” Symp. Soc. Erp. Biol. 12,548~555, 
2. Tissoires, A. et al. (1959) “Ribonucleoprotzin Particles From Escherichia colt,” J, Mol, Biol, t:221, 
3. Watson, J. D, (1963) “Involvement of RNA in Synthesis of Proteins." Science 14D, 17-126. 
4, Baltimore, D, (1971) “Expression of Animal Virus Genomes” Bacteriol, Reus, 35 ,235~241 
5. Hurwitz, J. et al, (1960) “The Enzymatic Incorporation of Rikonucleotides into Polyribomuclectides and tha 
‘Fifect of DNA.” Biochem. Biophys. Res. Comm. 3:15~18. 
6. Stevens, A, (1960) “Incorporation of the Adenine Ribonuclestide into RNA by Cell Fractions from E, colt 
B.” Biochem, Biophys. Res. Comm, 3; 92~96, 
7. Weiss, B, B. (1960) “nzymatic Incorporation of Ribonuclestide Triphosphates into the Interpolynuclzotide 
Linkages of Ribonucleic acid.” Proc, Nat. Acad. Sei. £8, 102001030. 
8. Taylor, K. etal. (i967) “Asymmatric Distribution of the Transcribing Regiona on the Complementary 
Strands of Coliphage 2 DNA.” Proc, Nat, Acad, Sei. $7,1613~-1625. 
9, Burton, Z.F.et al.(1983)"The Operon that Eacodes the Sigma Subunits of RNA Polymerase also Encod>s 
Ribosomal Protein B21 and DNA Primase in E.coli K12,"Cell 32,335~349. 
10. ‘Travers, A. Aand Burgess, R, R(i969)“Cyclie Reuse of the RNA Polymeras2 Sigma Factor.” Natura 222, 
S37~ 540. 
11. Hanna,M.and Meares, O, (1983) "Topography of Transcription, Path of the Leading end of Nascent BNA 
through the Escherichia colf Transcription Complex.” Proc. Nat. Acad. Sci.80.4238-~ 4242. 
12, Sommerville, J.(1984)"RNA Polymerase Y Promoters and Transcription Factors.” Nature 310,189~100, 
13, Navins,J.E.(1983)°Phe Pathway of Eukaryotic mRNA Formation." Ann. Rev. Biochem. 52:441.486 
14. Ciliberto,G.et ai,(1983)"Transeription by RNA Polymerase I.” Curr. Top. Dew. Biol. 18:59~88. 
15, Schmitz, A.and Galas, D, (1979)“The Interaction of ENA Polymerase and lac Repressor with ihe ise Control 
Bogion,” Nucleic Acid Bes, Gell1~137. 
16, Sicbenlist, U, ot al, (1980) “E.coli RNA Polymerase Interacts Homologoasly with Two Different Promoters,” 
Celf 20, 268281, 
17. Youderian, P.et al. (1982)"Gequenca Determinants of Promoter Activity. "Cell 30,843~853, 
18. Hawley, D, K., and McClure, W. B.(1983) “Compilation and Analysis of Escherichia coll’ Promoter DNA 
Sequences.” Nucleic Acid Bes .11 ,223T~2255. 
19. Beckwith, J.R.and Zipser, D., os (1970) The Lactose Operon. Cold Spring Harbor Laboratory. 
20. Tacob, F, and Monod, J. (1981!) "Genstic Regulatory Mechanisms in the Synthesis of Proteins.” J. Mol. Biol. 
5, 3180356, 
21. Ptashne, M.and Hopkins, N.(1968)"The Operators Controlled by the Phage Repressor, "Proc, Nat, Acad, Sci. 
G0: 12824-4287, 
22, Zubay, Gat al.(1970)*Mechanism of Activation of Catabolite-Sansitive Genes,A Positive Control System.” 
Proe, Nat, dead. Sci. 661194110, 
23. DeCrombrugghe, B. at al. (1984)"Cyclic AMP Receptor Protein: Rela in Transdription Activation,“ Setence 
224:831-~ 888, 
24, MecKnight,8.L. and Kingsbury, R. (1982) “Transcriptional Control Signals of a Hukaryotic Protain~coding 
Gene.” Science 217, 3104324. 
25, Shenk, T. (1981)°Transeriptional Control Regions ,Nucleotida Sequence Requirements fox Init! 
Polymerase I andIl.”"Curr, Top. Mierodiol. Immunol, 03,2546, 
26. Fire, A. st al. (1984) "Interactions Batween RNA Polymerase ,Factors,and Template Leading to Accurate 
Transoription.* J. Biol, hem, 268 ,25002616, 
27. Dynan, W. Sand Tjian, E. (1985)"Controt of Eukaryotic Mengenger RNA Synthesis by Ssquence-specific 
DNA Binding Proteins.” Nature 316:774~—777. 
28, Brown, D. D. (1984) “The Bole of Stable Complexes That Reprass and Activate Eucaryotic Genes,” Cell 37; 
359 必 365， 


29. Lassar, A.B. vt al, (1984) “Crancrtpiion of Class H Genes, Formation of Preinitation Complexes.” Sciare 
222, 740~ 748, 


fou by RNA 


* 242 s 


30 


3! 


32, 


83 


34, 


35. 


38. 


37. 


a8, 


4. 


a. 


at. 


Melnikova, A. F, etal, (1978) “A siudy of Unwinding of DNA and Shiolding of tho DNA Groovas by RNA 
Polymerase by Using Mcthylation with Dimethyleulphate," Eur, J. Biochem. 84: 301~309, 

Gamper, H. and lIearsi, J. (1982} “A Topological Model for Transcription Base? on Unwinding Angla 
Analysis of E.coli, RNA Polymerase Binary, Initiation, and Ternary Complexes.” Cell 29, 81-490, 

Horwitz, R. J, etal. (1987) “Au Elongation Control Pacticle Containing the N Gene Transcriptional 
Antitermination Protein of Bacteriophage A. ”CeR, §1,631~-641, 

McGlure, W. R. and Hoopes, B. O. (1985) “Rogulation of Transcription Taitiation in Escherichia “coli.” in 
Sequence Spacificiiy in Transcription And Lrrnstation, ed. Calendar, Rand Gold, L.. New York, Alan R. 
Liss, pp, 1126, . 

Zheng, K-M. et al. (1987)°A General Transcription Factor Forms a Stable Comlex with RNA Polymerase B 
CII). "Cet 50, 361~ 368, 

Roberts, J. W. (1969)"Termination Factor for BNA Synthesis.” Nature 224:1168~1174, 
Lowery-Goldhammer, O. and Richardson, I, P, (1974) “An RNA-dependent Nucleoside Triphosphate 
Phosphohydtolase (ATPase) Associated with Rho Termination Factor.” Pros. Nat. Acad. Sa. Th: 

20032007, 


Eyan, T, and Chamberlia, M. (1983)" Iranseription Analyses with Heteroduplex Trp Attenuator Templat 
Trdiċate that .he Transsrint Stam and Loop Structure Serves as The Termination Signal.” J. Biol. Chom, 2581. 
46904693, 

Platt, T. and Bear, D, (1983) “The Role of RNA Folymerase, Bho Wactor, and Ribosomes in Transcription 
Tennination.” in Gene Function In Procaryotes ed, Beckwith, I, et al, Cold Spring Harbor Laboratory, pp. 
1234162. 

Platt, T. (1986) “Transcription Termination and the Regulation of Gane Expression.” dan, Rev, Biochem. 65+ 
338312. 

Fisher, R.and Yanofskw,0.(1983)"Mutations of the § Subunit of RNA Polymerase Alter Beth Traueription 
Parsing and Transcription Termination in the Trp Oparon Leader Region in Vitro.” J. Biol, Chem. 256+ 
Biddw 3160. 

Grecablatt, 3, and Lt,J.(1981)"The NusA Gene Prolein of Escherichia coli, Ite Identification and a Deimons- 
tration that It Inieracts with the Gone N Transcription Antilermination Protein of Bacteriophage Lambds * 
J. Mot, Biol 47:1123. 


Greenblatt. J.and Li, J {aIY [pteraction of the Siema Factor and the Nua A Gana Pectoin of E anli sil — 


TH 


. Perry, R.P. and Kelly, D. B.(i976}"Kinetics of the Formation of 5 Terminal Caps in mRNA 


» Pyondfoot, N. J. (i989)"How RNA Polymerase 1 Terminates Transcription in Highor Gukaryotes” Trends 


Biochem. Sot, 14. 1064440, 


7 Cell 8:433~ 
462, 


» Kozak, M@.(1978)"How Do Eucaryotic Ribosomes Select Initiation Regions in Messenger RNA "Ce 15.1108~ 


1123, ` 
Shuman, S, and Hurwitz, J. (1982) “Capping Enzyme," in The Enzymes, ed, Boyer, P, D,, New York, 
Academic Press, 15: 240~285. 


, Shatkin, A. I. (1985) "mANA Cap Binding Proteins: Essential Factors for Initiating Translation.” CoR A0, 


223224, 


. McLaughlin, C. 8. et al.(1973)"Polyadenylic Acid Sequencss in Yeast Messenger Ribonucleia Acid.” J. Biot. 


Chem, 248, 146601471, 


. Edmonds, M. (1982) “Poty(A) Adding Enzymes. "in The Enzymes, od, Boyer, P, D., New York, Academic 


a Pressth: 218~244. 
Birnstiel, M, L.et at. (1885) “Traaseription Termination and 3 Processing: The End Is in Bite!” Call 41. 349~ 
359, 


- Hashimoto, C. and fteitz, F.A (1988) “A Small Nuclear Ribonucleoprotein Associates with the AAUAAA 


Polyadenylation Signal in Vitro. "Cell 45 5814591. 
Kessler, M. M, et al.(1986)* Requirement of AAUAAA and Adjacent Downstream Sequences for SY40 Fa iy 
Polyadenylation, "Nucleic Acid Ees. 14.4939~4962. 


- Takagaki ef al, (1988) “Separation and Characlarization of a Poly(A) Polymerase anda Cleavage/Specificity 


Factor Required for Pre-mRNA Polyadenylation "Coll 52:73 14742 


. Eriinacombe, R.(1984)"Conservation of Structure in Ribosomal RNA, "Trends in Biochem. Sci.9,273~277, 
. Gegenhoimer, P.aud Apirion, D, (1981)*Processing of Procaryotie Ribonuelic Acid.” Microbiol Rev. 45, 502~ 


54l. 


» Grummt,I. etal. (1986) A Transcription Terminator Located Upstream of the Mouse rDNA Initiation Site 


Affects TRNA Synthesis, "Col 47, 901~911. 


. Labhart, P. and Reeder, R, H., (1987)"Ribosomal Pracursor 3 End Formation Requires a Conserved Element 


Upstream of the Promoter. "Cell 50:5157. 


~ Dunn, I.I. (1982)" Ribonuclease "The Enzymes,ed. Boyer, P.D.,15:485-~400, 
. Kole, R. and Altman,§.(1982) (RNA Procéssing Enzymes from Escherichia coli. "in The Enzymes, ed. Boyer 


P.D, ,15;470~483, 


. Deutscher, M.P, (1942) tRNA Nucleotidyltransferase. "in The Enzymes,od, Boyer, P.D. ,15:1830215. 
. Gold, H. A. and Altman, 8. (1986)“Reconstitution of RNAaseP Activity Using Inaclive Subunits from. E. coli 


ani HeLa Cells. "Cell 44:243-~249, 


~ Gnerriar—Pakads,C. ot al, (1983)"Tha ENA Moicty of RibonucleaseP Is the Catalytic Subunit of tha Tozyme ” 


Cell 35: 848.857, 


. Abslaon, J, (1979) “RNA Processing and the Intervening Sequenca Problem,” Ann, Rev, Biochem. 48;1035~ 


1064, 


~ Davies, R. Wy et a] (1982)"Making Ends Mest, A Model for RNA Splicing in Fungal Mitochondria,” Nature 


300: Ti9~724. 


. Mickel, Fand Dujon, B. C1933)" Conservation of RNA Sacondary Structures in Two Intron Families Including 


Mitochoadriat~, Chloroplast- and Nuclear-oncoded Membara,” EMBO J. 2. 934-38. 


. Peebles, G. L. at al. (1988)"A Solf-splising RNA Excises an Intron Laria..”Cell 44.213~223, 
» van der Veen, R.at al.(1988)"Excised Group T Intron in Yeast Mitochondria Are Lariats and Can Ba Formed. 


by Self-spiicing in Vitro.” Cell 44,2250234, 

Cech, T.B, (1983)"BNA splicing: Thres Themes with Variations, "Cell 54:713~718, 

Greer, O. L. st al.(1983 "Mechanism of Action of a Yoast ENA Ligase ia tRNA Splicing, "Cet 32.537~ 646, 
Laski, F. A: et al.(1983)" Charactarization of (RNA Precursor Splicing in Mammalian Extracts. "J, Biol, Chen, 
256; Ll a74nod 1980, 


. Baldi, M. I, etal, (1988)"Binding and Cleavags of PretRNA by the Xenopus Splicing Fadontirleases Two 


Separabla Steps of the Intron Excision Reaction, "Cell AT 985971, 


PT T 


#1, Oooh, T. R. ot al. (1992) “Secondary Structure of the Tetrahymena Ribosomal RNA Intervening Sequence: 
Structural Homebozy with Fungal Mitochondria? Intarvening Sequences. "Proc. Nat. Acad. Sei. 80;3903~ 3907. 

#2, Cech, T, E, {1995 )"Self-splicing RNA: Implicationg for Evolntion, "Jat, Rey, Cytol. 93,3722, 

83. Cech, T. R. (1986) “RNA as an Enzyme,” Soi. Amer, 255 64~75, 

84. Coch, T. R. and Bass, B,L.(1988)*Biological Catalysis by BNA.” Ann. Rev. Biochem. 55:599~629. 

85. Garriga, G. st al. (1986)"Mechanism of Becngnition of tha 5'Splice Site in Self Splicing Group I Tutron:.” 
Nature 322; 86-~89, 

86. Szostak, J. W. (1988) “Enzymatic Activity of the Conserved Core of a Group I Salf-splicing Introg.” Nat ire 
322.8386, 

87. Cech, T. B,(1086)"A Model for the RNA-eatalyzed Replication of RNA."Proe. Nat, Acad, Bei, 83. 4360~ 

， 4383. 

88. Dinter-Gottlieb, G. (1986) Virolds and Virasolda Are Related to Group T Introna." Prac, Nat. Acad. Sct. 
83. 6 25046 254. 

89. Epstein, L.M, and Gall,J.G.(1987)*Self-cleaving Trasaeripts of Seieliiie DNA from the Newt. "Cell 49.535~ 
543. 

90. Gilbert, W, (1986) “The RNA world” Nattre 319:618. 

31. Cech, T.R.(1939)" Riboxyms Self-Replication? Nature 339 :507~608 

92. Dmdna, J. A. and Szostak, T.W. (1989)"RNA-Catalysed Synthesis of Complementary-Strand RNA.” Nature 
对 :519 必 522.。 

93. Cim, P. K. èt al. (i986)*Characterization of the Intron in the Phage Ts Thymidylale Synthase Gens and 
Evidence for Tta Self-Hxeision from the Primary Tzanseript.” Cell 45:157~ 166. 

94, Lazowska, J, et al.€i930)"Seqnonce of Inivons and Flanking Exons in Wild-type ant Box-3 Mutants of 
Cytochrome b Reveals an Interlaced Splicing Protein Ccded by An Intron.” Cell 22+ 8330-248. 

95. Borst, P.and Grivel, L.A.(1981)*Gn2 Gene s Intron T4 Anatiiex Gene 9 Exon, "Nature 289 :439~-440 

03. Garriga, G. and Lambowitz, A. L. (1984)"RNA Splicing in Neurospora Mitochondria Self-splicing ofa 
Mitochond@iat Intron im Vitro, "Cell 39.631~641, 

97. Schmelzer, C,and Schweyen, R. I. (1986)*Self-splieing of Group M Introm in Vitro:Mapping of the Branch 
Phinot and Mutational Inhibition of Lariat Formation.” Cell 46.657~565. 

98. Jacquier, A. and Miriel, F, (1987)"Muttiple Fxon-binding Sites iu Class If Self-splicing Introns.” Cel 50 
itag, 

89. Breathnach, R.and Chambon, P.(i981)"Orgaaizailon and Expression of Eucaryolic Split Genes Coding for 
Proteins,” An, Rev, Biserom, §0,3490383, 

300, Mont, S. M(1982)"A Gatalogua of Splice Jimctioa Sequences.” Mucleie Avid Res, td.48a~ 472. 

191. Treisman, R, ef al, (1988)"S ecific Transeription and RNA Splicing Defects in Five Cloned §-thalassaemie 
Genos. "Natre 302 .591-0536, 

102. Mattag, 1.W.(1984)"anRNA.From Gene Architzeture lo RNA Processing. "Frends Biochem, Sti. 9435437, 

103, Lerner, M.R.et al.(1080)“Are snRNPs Involved in Splicing?” Nature 283.2200 224. 

104, Mount, B.M. of a], (1983)"Tae U1 Small Nuclear RNA-protein Complex Selectively Binds a 5' Splice Site in 
Vitro. "Geld 33. 509518, 

105. Ruskin, B. ct al.(1984}" Excision of an Intact Intron aa a Novel Lariat Structura Duriug Pro-oRNA Splicing 
ia Vitro." Cell 38.317~331., 

108, Brody, @.and Abelson, J. (1985)"The Sphiceosome’ , Yeast Premiessenger RNA Associates with a 403 Complex it 
a Splicing Depandent Reaction." Science 2218:963-967, 

107. Berget, S. M. and Robberson, B. L. (1988)"U1, U2, and U4/U6 Small Nuclear Ribouucleoproteins Ar? 
Required for in Vilro Splicing but Not Polyadanylation. "Cel 48 .69!~ 496, 

108, Gerko, V. aud Steitz, J. A.(1988)"A Protein Associated with Small Nuclear Ribonuclesprotain Particle 
Recognizes the 3 Splice Bice of Pramessqnger RNA” Cell 47 .979~-084, 

409. Parry, H. D. et al. (1989) Snurpogehesis : The Transcription and Assembly of U sxRNP Compononta,* 
Trends Biochem, Sci. 1415~19, 

110, Konarska, M. Maod Shaep,P.A.(1987)" Interactions Between Small Nuclear Ribomucleoprotein Particles in 
Formation of Splicsosomoas, "Cell 49, TEsO174, 

Ti, Read, B.e. al, (1988) Purification and Visualization of Native Spliceosomes, "Cell $3.:949~-961, 


#2156 


112 
11k 
il4 


115 
116 


117 
518 


, Cech, T. B. (1988) “The Generality of Self-spicing BNA: Relationship to Nuclear mRNA Splicing.” Cell 

44, 207210, 

Heinrichs, V. ot al. (1890)"Ut-Specific Protein O Needed for Efficient Complex Formation of U1 sn ENP 

with a 6! Splice Site, "Science 247:89~72, 

. Borst, P,(198¢)"Discontinueus Trascription and Antigenic Variation in Trypakosomes.” Ann, Rev. Biochem, 
55; TO1~752, 

. van der Ploeg, L. (1986) "Discontinuous Transcription and Splicing in Trypanosomes. "Cell 47 479~480, 

. Murphy, W.J.et al. (4986) "Identification of a Novel Y Branch Structure in Trypancsome mRNA Processing, 
Evidearo for Trans Splicing. "Cel ¢7.517~ 525. 

, Sutton, B.E. st al( 1986) "Hvidence for Trans Splicing in Trypaticscmes. "Col 47:527~535. 

. Koller, B. st al. (1987)"Evidence for in Vivo Trans Splicing of Pre-mRNAs in Tobacco Chloroplasts.” Cert 
48, Abid. 


419. Sharp, P.A. (1987)"Trans-splicing : Variation on a Familiar Theme? "Cel? 50.147~ 148. 
120, Təmin, H,M.and Mizutani, S. (1970) Viral RNA-dependent DNA Polymerase, "Nature 226; 12111213, 


121 
122 


~ Baltimore, D. (1970)“Viral RNA-dependent DNA Polymerase. "Nature 226; 12091211. _ 
22. Verma, I.M. (1982)" Reversa Transcriptase” in The Enzymes,ed. Boyer, 了 . D. Academic Press. 14:87~103. 


13, Varmus, H. E, (198¢)"Reverse Transcription in Bacteria. "Cell 56 :T2I~T24, 


92464, 


第 七 章 A F 


对 于 终 产物 为 RNA 的 基因 ,只 效 进 行 转录 并 进行 转录 后 的 处 理 ,就 完成 了 基因 表达 的 金 
过 程 ! 而 对 于 终 产 物 是 蛋白 质 的 基因 ,还 必须 将 mRNA BERS. mRNA BOAR 
与 蛋白 质 的 氨基 琶 顺 序 之 阿 站 结构 上 并 没有 直接 的 可 应 关系 ,二 者 也 不 发 生 直 接 的 相互 作用 。 
在 这 两 种 不 同 的 过 传 语言 之 间 ， 必 须 通 过 译员 才能 互 彬 沟通。 扮演 这 种 译员 角色 的 就 是 各 种 
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图 7-1 tRNA 的 二 级 结构 
DUR MR RPA SORA MLAS, So MISE Ra TASU 
SP RAL, BER AE PE ET RNA ATH 
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FRNA 分 子 。 吉 果 没 有 tRNA WEN, ST. EP OER H h 
由 mRNA 决定 的 , 而 是 由 mRNA Te AERA tRNA 相互 作用 所 决定 的 。 然 而 , tRNA 
分 子 上 的 反 密 码 字 与 其 相应 的 氨基 静 之 间 并 无 结构 上 的 相关 性, 而且 tRNA 分 子 本 点 并 不 能 
催化 相应 氨基 酸 的 荷载 ,而 是 需要 相应 的 氨 酰 基 -tBNA 合成 酶 来 催化 。 那 么 ， AME -tRNA 
合成 酶 又 是 如 何 识别 它 的 两 个 底 物 的 呢 ? 对 于 氨基 酸 米 说 ,该 配 无 疑 足 识别 它们 的 侧 链 基 团 ， 
而 对 于 tRNA 分 也 来 说 ,所 酰基 -tRNA ARRE RARA ERE? 原来 ， 每 个 tRNA 分 子 
上 有 一 个 特异 的 小 区 坟 供 其 氮 醚 基 -tRNA 合成 酶 所 识别 , 这 就 是 tRNA 分 子 上 的 副 密 码 子 。 
荷载 衣 应 复 基 酸 的 tRNA 分 子 并 不 能 独立 地 与 mRNA 发 生 作用 ， 因 为 单 吾 密码 子 与 反 密码 
子 兰 个 喊 基 对 之 加 的 氨 键 联结 是 无 法 保证 配对 精确 性 的 ,更 无 法 形成 捧 锦 并 促成 肘 链 的 赵 始 。 
延伸 和 终止 。 这 就 需要 核糖 体 和 有 关 因 学 的 存在 。 在 遗传 信息 流动 的 各 个 过 程 中 ， 知 与 类 译 
过 程 的 生物 大 分 子 数目 最 多 。 因 此 ,翻译 过 程 是 一 个 极为 复杂 的 过 程 。 


第 一 节 tRNA Arie Bea 
=, tRNA 的 结构 


tRNA 的 结构 相当 保守 ,各 种 物种 的 tRNA IAA 70 一 80 ARE, tRNA 均 具有 三 叶 草 
形 的 二 级 结构 (图 7 1) 和 工 状 的 三 级 结 移 (图 7-2)。 从 二 级 结构 上 看 ,tRNA 分 子 可 以 分 为 五 
个 主要 的 性: 携带 氨基 酸 的 接受 避 ; THO He TR Wa ee DAU ae ey M 
个 辟 闵 列 保 守 人 性 强 ,而 附加 辟 大 小 不 一 ,附加 壁 的 大 小 常常 反映 了 整个 RNA 分 子 的 大 小 。 根 
据 附 加 健 的 大 小 ,可 将 tRNA 分 为 两 类 了 大 约 3/4 的 tRNA REA 3 一 5 个 碱 基 的 附加 器， 称 
AR RNAS HRM RNA HAA 13~31 PRE SS , 称 为 第 工 类 tRNA- 
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RRNA AFM AS HOR AeA ST PP IN RR TP E IBY Se 
tRNA SPARES, tRNA 结晶 的 X USO, BAN CRNA 分 子 均 
为 民有 形状 。 根 据 三 叶 草 模型 所 推测 的 各 个 臂 确实 存在 于 室 间 结构 中 ， 而 且 采 取 人 们 所 预期 的 
AHR. FRAG LURES G GU a 三 维 结构 主要 也 是 党 碱 藉 之 间 备 键 力 维 
持 的 。 形 成 三 级 结构 弓 键 的 碱 蕉 在 二 级 结构 中 大 多 没有 形成 氧 键 。 许 多 保守 的 或 半 保守 的 碱 
基 参 与 了 三 级 结构 氨 刍 的 形成 。 ete tRNA 分 子 可 能 具有 同样 形状 的 空间 结构 。 
在 生理 条 件 下 , tRNA 分 子 可 能 具有 更 大 的 灵活 性 和 可 变性 ,在 二 形 结 构 中 , RAR 
子 幢 分别 位 于 两 条 双 螺 旋 的 顶端 , 这 样 使 得 tRNA 所 携带 的 级 酰基 靠近 核 糙 体 大 亚 基 的 胀 基 
转移 酶 位 虚 , 面 反 密 码 子 能 够 与 小 亚 基 上 的 mRNA TEA TOR EDHUM RAT L 
前 两 由 交界 处 ,可 能 有 利于 控制 tRNA 三 维 结构 。 在 tRNA 的 三 维 结构 中 ,除了 氢 键 作用 力 
之 外 , 相 邻 碱 基 推 集 力也 是 维持 其 空间 结构 的 重要 因素 (图 7-3)。 


二 、 密 码 子 与 反 密 码 子 


DNA 或 mRNA 的 四 种 城 基 共 组 成 64 个 三 联 体 密码 子 (codons) ,其 中 61 个 密码 子 编码 
常规 的 20 种 氨基 酸 ,，3 POPE EA LER ,又 称 为 无 义 密码 子 。 无 义 密码 子 并 非 总 是 无 
义 , 除 了 无 义 抑 币 tRNA 能 够 识别 它们 以 外 , 现 已 发 现 捍 带 称 有 氨基 酸 的 +RNA BEERE 
SOT WALA SERB ERE. RAAT REO ER ME 


甫 7-1 RAAB 
FEST ARSE 


z Taau GaU Car Ur: a Gr Gs Cy 
7 


a aeee Ca 
mantis | ENTRE To, ll ij | i i il | | i 
nen | | a betes 


可 


9 CRU em 和 CHArOnADABUm Us AGRC AC 
o 7 G 

A v 

v ARG 

T U,O A 


BARET ETA 61 个 
密码 子 分 配给 20 种 氨基 酸 , 因 此 出 现 
了 由 多 种 密码 子 (最 多 为 6 种 ) 编 名 一 
个 氨基 酸 的 现象 ， 这 黎 为 密码 子 的 钳 
FEE (degeneracy), H 6 IGT ae 
码 一 个 氨基 酸 如 毕 氨 虑 时 ， 是 否 需 要 
6 种 丝氨酸 tRNA 来 识别 它们 呢 ? 不 
是 的 ,一 种 4RNA 分 子 常常 能 够 识别 


一 种 以 上 的 同一 种 氢 基 酸 的 密码 子 ， RNASE 

AER RNAT RUT 3g Tt BOSRERRNASTEURERSA. 
HERPES, BARR. HHA 

SPAIN SA AEH (wobble, gri MOSSER. 不 参与 堆 集 作用 的 加 


EL FRET AY (9818, 17 20-47 RE) ME Mie 


+ 249 ¢ 


密码 予 发 生 碳 基 写 对 。 了 配对 的 播 押 性 完全 是 由 tRNA EE TIARA eG a a ME 
记述 ,在 ERNA ATS REED RRR RIES Dy, RIT BT 5 端的 一 个 
RAE AU TEE SRA A EEK Je) AEA ATH EUT-3) TEL 
BOTS ARAL ELE, BDA 可, 而 几乎 没有 AA RENN TCE), 
ENUM U,C AY. 加 上 RNA 中 常见 的 GU 配对 , 因此 配对 情况 就 复杂 得 多 ( 表 7-1)。 
根据 反 密 钥 子 与 密码 子 的 播 摆 配 对 ,人们 排 测 至 少 存 在 着 三 种 丝 贷 酸 tRNA ,后 来 也 证 实 了 这 
种 挫 测 。 这 样 ， 携 带 妇 革 酸 相同 而 反 密 码 子 不 同 的 一 组 tRNA 称 为 同 功 iRNA (isoacoepting 
tRNAs)。 一 组 同 功 tRNA fi lM CRNA 合成 醇 俱 化 而 携带 鳞 基 酸 。 

At, RPA RST OPER BERNA 也 有 好 几 种 ,它们 的 结构 有 很 大 
的 盖 异 ,例如 具有 同样 鸭 反 密码 于 3-AUG-F ATT MRSC RNA, 这 些 CRNA 是 由 不 同 的 
基因 编码 的 。 黄 中 有 的 在 细胞 内 合 量 很 高 , 称 为 多 数 iRNA (major tRNA) ,有 的 食量 很 低 , 称 
为 少数 tRNA(minor tRNA)。 二 者 浓度 之 差 可 以 离 达 11 们 ,这 是 由 于 各 自 启动 子 强度 不 同 
而 引起 的 。 少 数 tRNA 的 功能 还 不 完全 清楚 ,现在 已 经 知道 的 就 是 许多 抑制 tRNA 基因 都 是 
由 少数 tRNA 基因 突 杰 而 成 ( 见 第 五 章 )。 


=. RESFSARE tRNA 的 合成 


所 酰基 -tRNA 是 由 氨 栈 基 -tBRNA 合成 醇 催 化 产生 的 。 这 种 酶 需要 三 种 底 物 即 氨基 酸 ， 
tRNA MATP, ATP 提供 了 活化 侈 基 酸 所 需要 的 能 量 。 氨 基 酸 首先 活化 成 氨 酰 基 踊 着 酸 (这 
一 中 间 产 物 与 降 相 结合 ) , 热 后 再 与 +RNA 生成 分 酰基 -tRNA。 其 反应 式 如 下 : 

AA+ ATP == AA- AMP +ppi 
AA— AMP +RNA = AA-4RNA+ AMP 

ARM, AA+tRNA+ ATP === AA ~ tRNA + AMP + ppi 

AERA 20 种 氨基 酸 , 有 40 种 以 上 的 CRNA, ARE CRNA ARREA E IE 
基 酸 和 tRNA 的 呢 ? 大 们 至 今 尚 未 弄 清 其 详细 作用 和 宙 制 。 按 照 一 般 不 理 , 酶 和 底 物 的 正确 绪 
会 是 由 二 省 相 典 的 几何 形状 所 决定 的 。 具有 适合 的 氨基 酸 和 适合 的 tRNA 进入 合成 酶 的 相应 
位 点 ,才能 合成 正确 的 氨 酰 基 -tRNA。 现 在 已 经 知道 合成 酶 与 工 形 tRNA 的 内 侧面 结合 , E 
合 点 包括 接受 况 ，DHU 展 和 反 密 码 子 峡 。 在 这 几 个 位 点 上 的 1RNA 突变 则 妨碍 正确 的 氨基 
RER. 

乍 者 起 来 , 反 密码 子 似乎 应 该 与 氨基 酸 的 正确 荷载 有 关 ，, 对 于 某 些 tRNA 也 确实 如 此 。 然 
而 对 子 大 多 数 tRNA 来 说 ,情况 并 非 如 此 。 人 和 们 早 就 知道 , 来 源 于 少数 tRNA Hai tRNA, 
尽管 它们 的 反 密码 子 BAAS AMAL) ,但 它们 携带 氨基 酸 的 性 质 并 没有 改 宽 。1986 
年 , Normanly 4 AAR AR tRNA 分 了 中 置换 了 12 个 核 普 酸 ( 反 密码 子 未 动 ), WERTH 
HRM tRNA, 198846, REM M Schimmel 做 了 十 分 出 色 的 试验 :将 丙 氨 酸 抑 制 tPNA 

(tRNA4LVo04) 分 子 突变 了 许多 位 点 ,组 成 了 28 种 突变 体 {14 AER. RRS 
突变 体 都 不 改变 接 载 丙 氮 酸 的 性 威 , 而 只 有 改变 G3:U 70 这 一 碱 基 对 的 突变 体 才 表现 出 鹃 最 
HAEA OREI H trpa 基因 中 第 234 个 amber 无 义 突 变 )。 另 外 两 种 amber 抑制 tRNA 
CORN ACH/OUA, tRNAPheoba) 虽然 对 于 如 pA 基因 中 药 无 义 突变 能 够 抑制 ， 但 都 不 能 恢复 
TbpA+ ME, BERR EARNER ORE RAEN a TE, Rp 
fl (RNA 分 别 有 88 个 和 31 个 核 井 酸 不 同 于 RNANA, 但 是 如 果 将 它们 的 03:G70 改变 
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为 G3:U70, WAR HAR LRN A 合成 酶 所 识别 。 这 就 次 明 ，G 3:D 70 ENAR tRNA 4 TF 
HERROT ARERR A. RNA 分 子 上 决定 其 括 带 氨基 酸 的 区 域 被 称 为 副 密码 
 (paracodon), 

iLE of BL A ABE tRNA 合成 酶 可 以 识别 一 组 同 功 tRNA (最 多 达 6 个 )， 
SBME RHE, TAR RNA 合成 酶 识别 G3:U70, 在 已 发 现 的 三 种 再 氨 酸 
tRNAGRNAS#/CU4, RNAMveao, tBJAaacc) 都 具有 G3:U70 副 密码 子 。 但 还 没有 充足 的 
FELL EE tRNA 合成 酶 在 其 同 功 tTINA 组 中 也 是 识别 相 局 的 副 密 码 子 。 其 次 ,一 密 
租 子 郑 没 有 辣 定 的 位 置 ， 灾 可 能 并 不 止 一 个 硕 丰 对 。 鲍 如 上 述 的 tRNACcre os 和 bRNAEeOTe 
都 具有 03:G70, 显然 它们 的 副 密 码 子 不 在 08:G70 或 者 不 完全 在 03:G70; 因为 它们 携带 
机 种 不 同 的 氮 共 酸 。 第 三 ， 尽 管 副 狐 子 不 是 单独 与 氟 基 酸 发 生 作用 ， 但 是 副 密 码 子 可 能 与 氨 
基 酸 的 侧 链 基 团 有 某 种 相应 性 。 RNA 分 子 对 错误 接 就 的 氮 基 酸 具 有 校对 功能 ,可 能 就 是 米 源 
于 这 种 机 应 性 。 副 密码 子 可 能 是 从 立体 化 学 上 决定 相应 氮 若 酸 的 “原始 副 密 码 子 ”(protopar~ 
acodom) 进 化 而 来 。 人 机 早 就 推测 ,tRNA 分 子 起 源 于 能 够 携带 氨基 酸 的 塞 隘 核 背 酸 。 这 种 识 
别 氨基 酸 的 特异 性 在 某 种 程度 上 保留 下 来 TEE tRNA 分 子 进化 过 程 中 后 米 才 出 
现 的 。 这 就 是 说 , 副 密 码 子 比 密码 子 和 反 密 合子 更 为 古老 。 

关于 氨 醚 其 -tRNA ARMA RNAS SRAM TAO. BRR Be 
ARORA. A BOA Bee BEM (Kinetio proofreading)， 物象 校对 
(conformational Proofreading) 利 化 学 校对 (ehemical proofreading), 动力 学 校对 是 基于 
合成 酶 对 二 错误 所 盐酸 形状 的 训 划 ,即使 生成 父 酰 基 腺 华 酸 形式 ,也 会 将 它 水 解 。 构象 校对 是 
AME RTCARU, UF tRNA 的 进入 引起 酶 构象 的 改变 ,使 得 Ee AA OE 
BRT CHE BOA MEE-tBNA 的 要 求 ， 从 而 水 解 之 。 化 学 校对 是 指 错误 的 氨基 酸 已 接 
哉 到 tRNA 上 之 后 ,被 合成 酶 的 tRNA 结合 位 点 所 发 现 ,然后 水 解 之 (图 7-4)。 昌 然 说 不 少 人 
倾向 于 基 后 一 步 机 和 制 ,但 都 侠 少 令 信 信服 的 证 据 。 


m, tRNA 的 丰富 度 与 密码 子 的 使 用 频率 


大 银 数 氮 燕 酸 是 由 一 个 以 上 的 密码 子 记 编码 ,这 个 事实 则 提出 了 一 个 问题 ;这 种 编码 同一 
PRU Ae A Ee a ALT 的 基因 组 中 ,密码 子 
指 第 兰 位 上 训 和 太 出 现 的 几率 较 儿 。 便 如 单 链 DNA WEINER AXL SE py A dg A, 22% 
i C,23% 的 入 和 31 多 的 由 组 成 ,其 序列 分 析 结 果 证 实 了 在 OXI 的 密码 子 的 第 三 位 上 
的 出 现 几率 最 多 。 s 

APT SRN C+ CREA ERR RMR, 密码 子 的 使 用 频率 也 不 是 平均 的 。 
AMES RAI EULER. ME BAG CREE REA 
GP AF De 7-2, ER TY BL 其 偏爱 
前 密 冰 下 与 不 富 欢 的 密码 子 当然 并 不 一 定 与 大 电 丁 蓝 相 同 ， 只 不 过 差异 比 大 肠 丁 菌 要 小 一 些 
(大 9-3)。 

细致 的 芬 析 央 十 ,密码 子 的 使 用 频率 与 细 脂 内 +RNA AE CARA Be BE) TE HI 
PALEN aga ik Ze Ds CA BO a RecA RPA) te AE 
pp REBT AES, METERES tRNA LE PE. RE 
ehh EREIZ Wek COMBINE LT SDE ET a PRR A BIT TE PR Hie 

e 2516 
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到 7-4 HERUERE-URNA eR BEE RAYE PEAR ET HBT 
ROH(NH: )COOH AR EWH RET 
XCH(NE. COOH KA RRNE EK 


R7 ABH BRAMRRE GR PET RAE 
为 1 203 个 密码 子 中 出 现 次 数 } 


1 AGU 
AUC [me | 26400 |, | 42 AAC am | Ago _| See 
9 了 3 ACA 90 AAA 1 AGA 7 
1 30 AUG Met 9 A0G 。 24 AAG | bse 4 oae jae 
位 | 一 一 ~ = 一 一 一 一 一 
64 GUU 的 GCU 17 GAT) i 49 GGU 7 
G 6 GUG ] yal 10 Geo | as GAC -| A? 34 GG0 | a 
40 GUA 45 GCA a 61 GAA T 0 GGA 了 
18 GUG 28 GCG. ie Gag | Gla 0 GGG 
Li 
` %73 WADA PHATE ARS 
《 表 中 所 示 为 2244 个 密码 子 中 出 现 的 次 数 } 
密 码 OF 的 第 2 位 
A e | 
10 UAU | 10 UGU 7 
23 UAG | T iuga |O j g 
UAA Stop UGA Stop | A 
UAG Stop 12 UGG Te G 
~ 一 & 
10 OAU -| pr; < TU 
a1 cao | His | (8 geu ls a |e 
10 OAA TI ay 4 CGA TE pA 
z8 CAG | He 5 CGG .| a |F 
-一 一 一 一 -| 的 
8 AAU" 12 AGU "| Uo 
28 aac 14" | 2) aca |S jo | 第 
了 3 A 
19 AAA 8 AGA 3 
49 aag {> | io agg A8 | e 
-一 | 位 
18 GAU 7 U -| u 
24 gao | MP | 22 G60 c 
21 GAA T 18 GGA |S | A 
34 Gag | Gin | 11 AGC ,| G 


06% 以 上 的 氨基 酸 具 用 25 HT. RA. MBE U RRNA eK RS Be 
而 需要 量 少 的 蛋白 质 基 因 中 其 有 较 多 的 与 含量 少 的 tRNA 相应 的 密码 子 ， 用 以 控制 该 蛋 自 质 
HORER, SOUS Ey RE ee ATE RMS. A tRNA 
药 丰 富庶 与 其 使 用 频率 的 相关 性 示 于 图 7-5。 
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tRNA RAMĘ Wo 


RNASE (以 tRNAt 为 1 
图 7-5 厌 肠 村 菌 26 种 tRNA 的 丰富 度 (局 RNA" 的 含 昌 作为 1.0) 与 革 
此 基因 或 一 组 基因 中 的 使 用 频率 的 外 关 性 。 注 意 痊 表达 重 高 的 基 BY recA 
基因 (a 和 核 糙 体 蛋白 质 基因 (bth, ABR S AEM MENAR 


低 的 基 办 杂 内 酸 胺 本 基因 (O 和 在 表达 盘 有 高 有 低 的 一 组 XIA 
中 ， 异 然 也 有 基 种 程度 的 正 相关 ， 但 末 现 更 大 程度 的 离 坎 分 布 。 
在 同一 种 GRAN A 分 子 记 识 别 的 几 种 同 义 密码 子 ( 景 多 为 3 种 ) 中 ,其 使 用 频率 也 有 明显 的 
差 界 。 这 可 能 主要 是 内皮 和 密 镁 子 与 密码 子 的 作用 强度 所 决定 的 。 活 中 的 作用 电 利 于 翻译 过 往 
的 迅速 进 行 ; 导 配 对 作用 可 能 使 荷载 的 tRNA 分 子 进入 入 需要 花费 更 多 的 时 间 ， 强 配 对 作用 
可 能 使 转 旺 以 后 对 了 位 上 已 印 载 的 tRNA 分 子 的 逐 册 楼 消 冰 更 多 的 时 间 。 利 用 这 种 理论 可 以 
解释 如 下 欧 率 实 ( 天 肠 杆菌 中 )，(1》 密码 子 GAGGI), CCC(Pro), AUA(Tle) 的 使 用 率 都 
北平 为 6，(2) 密码 子 前 两 位 由 A4 和 如 组 成 的 同 义 密 码 子 中 ,第 三 位 为 0 的 密 公 子 的 使 用 频 
BET UR As 即 : UUO>UUU, UAOSUAU, ATO> AUU, AAO>AAU。 此 外 , 反 密 
码 子 的 摇摆 碱 基 如 果 是 修饰 的 U, Wg A MAS eT G SSE 1,4 U Cm 
对 儿 率 多 于 A, 


五 、 密 码 的 通用 性 、 线 粒 傈 密码 的 特殊 性 和 密码 的 进化 


用 同 聚 核 关 杖 作为 mRNA, 在 无 细胞 体系 中 进行 前 番 泽 试验 表明 ,p.Iy URL 
IBA, poly BEAM RNS A, poly A BAL RHA A. poly GEL 
mosa SA TE RL ERE k E PEER H B R APR 

SS BSED] T Aste MESARE ARAN ILL ER, BAE i 
ion 很 长 的 进化 时 期 中 保持 不 变 ,因此 ,中 7-2 和 7~3 DEAM PT 


ASTD) UPA ATTRIB E “AUB Ay RARS TPE UA PSD CA 
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“ay wien GF ECARE. ANDHRA 

(2) AGA, AGGES RERET TEA LAAT BH Lee PUA A 
UAC, 线 粒 休 共有 四 个 终 小 密码 子 。 

(3) 内 部 里 硫 氨 酸 密码 于 有 两 个 ; 即 AUG 利 ADA; A RT FAM tt) AUN, 

(4) ERR A BR ER PO She 密码 也 OUA REARS 
码 予 ,而 是 苏 氨 酸 的 密码 子 。 . 

总 之 ,线粒体 的 密码 子 表 排列 得 比较 整齐 ,各 种 握 共 本 的 密码 子 以 及 起 始 和 终止 密码 子 的 
数目 或 是 LRE RE 6。 密 码 子 灼 目 为 3 NRA AR MAM BAR, A, 
AA, MAR KOLAR AAR ERAR CH, FRE Re 
FAA). HAW RTRA BAR DAR. ASR. RRA ILE. A6 
个 密码 子 的 只 有 竞 气 本 和 丝氨酸 。 人 类 线 粒 体 的 遗传 密码 列 于 表 7-4。 

7-4 人 类 线粒体 的 遗传 密码 
E 5 F 的 第 2 位 


u | c | A a 
- | i UAT, UGT 
zi Bog Phe taa) | go sex cuaay Hee yr (604) i pgo lors cca H 
UUA N UCA [> UAA Stop UGA y A 
Uug Leu (UAA) Trea | UAG Stop yga jee (UCA) ra 
= -一 一 
QUU 1 oon ”| GAU |His (aug | oau 1 v 
码 x gao | His,( ) .}3 
o {EUG [Leu waa) | gga [Px (ea) | WE cag Jarg woal S 
7 CAA | on (UUE) F 
oe coe. CAG :| cae ,| G 
-| TU 
第 agu~ J” wan) | AE aie | lam (guts) | Aag [Ser (acu) u |e 
A Thr (UA) 2 y ; 
! ia ACA i ATE) Stop å |a 
aval Mot (cat) | A408 | Aaa [Lvs Ut) | ase| stop E 
位 da 
GUU | -| ~ TGAU eau T 
auc ace ， | Eke [Ae auo ! eeg 5 
G | qua (Yal (TAC) | Gay | Ala acy ave Gda Jey Coy! i 
GUG | acai Hau (000) | GGG | a] 
Ë: 与 通用 密码 差别 的 部 分 用 7 示 Ee BESAN 
FARANG RENT (5—3) et tRNA ROTAR- TREA ÈH AUA MAE AL 


对 机 制 还 不 清楚 

SR fA BAR MG Fe RN SE tRNA 数目 少 相 一 致 的 ,根据 摇摆 配对 学 说 ,使 用 通用 
密码 子 的 有 机 体 至 少 得 具备 32 种 tRNA 分 子 , 而 人 类 线粒体 具有 22 种 RNA 分 子 ， 只 有 具 
有 6 种 密码 子 的 亮 气 酸 条 经 氢 酸 才 各 有 两 个 tRNA 基因 。 当 一 个 RNA 分 子 识别 四 个 一 组 的 
密码 子 时 , 其 反 密 码 子 的 第 一 位 (所 可 位 置 ) 均 为 U, 能 与 密码 子 第 二 = 位 上 任何 一 个 碱 基本 对 ， 
其 机 制 还 不 清楚 。 当 密码 子 的 第 三 位 为 喀 喧 和 嘿 叭 而 分 别 编码 两 各 不同 的 途 基 栓 时 ， 则 相应 
tRNA 的 反 密 码 子 gf 端 核 甘酸 务 别 为 G 和 经 过 修饰 的 口 。 经 过 修饰 的 只 能 识别 密码 子 第 
ZERRE., 线粒体 tRNA 还 有 许多 与 细胞 tRNA 不 同 的 地 方 ; 邵 细胞 tRNA 分 子 中 保守 的 
GDCRA 序列 在 大 多 数 线粒体 tRNA JF PAAR. TIRER D WILE PRT AR D 28 s 
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AR tRNA Wise ek Al tRNA p D BF, EAD os ag fk RNA fe oa Dy BROT 


ES Ee AE A a tRNA, 


线粒体 的 较为 简单 而 整齐 的 答 码 子安 排 到 底 是 代表 新 化 “ 道 用 "密码 更 为 古老 的 章 传 密码 还 是 “通用 " 密 
更 的 流 线 化 形式 呢 ? 现 人 罕 还 无 法 得 出 结论 。 其 中 涉及 到 的 不 仅 是 密码 子 的 起 源 亲 题 , 而 用 有 线粒体 的 起 访问 
题 即使 假定 目前 多 数 人 赞同 的 内 共生 假说 是 正确 的 , 还 有 内 共生 作用 发 生 在 生命 进化 的 哪个 时 期 的 问题 。 
下 面 ， 编 者 列 负 一些 有 刊 于 线粒体 客 玛 的 古老 性 假说 的 论据 。 

首先 ， 从 终止 密码 子 的 变化 来 看 ， 人 类 线粒体 只 编码 13 PRL, 似乎 没有 必要 将 终止 密码 子 由 三 个 
EAA ERBA, HARME tRNA (tRNAewoov) 对 于 精 氨 酸 密码 子 AGA 的 措 义 抑制 有 时 高 达 
25%. MF AGA 是 常用 的 典型 精 氮 酸 窜 码 子 ， 则 不 可 能 演化 出 这 种 致命 的 错 义 抑制 可 NA。 甘氨酸 抑制 
!RNA 本 来 可 能 不 是 错 义 抑制 IRNA， 侧 可 能 是 无 义 抑制 RNA, 其 功能 是 抑制 AGA 和 AGG 这 两 个 终止 密 
BT. BH, 一 方面 能 够 研 正 无 义 突变 ， 另 一 方面 “能 有 效 地 利用 mRNA RH, ARRAS 
自 质 。 这 就 像 通用 密码 中 UGA nET a 

AMAT iy EE RNA 在 正常 当 况 下 就 能 以 一 定 的 几 订 识别 通 骨 密码 中 的 终止 密码 子 UGA。 这 说 明 
VGA 本 来 很 可 能 就 是 色 氛 酸 密码 子 。 只 有 在 释放 因 字 ANRE ENE, UCA 才 转 变 为 终止 密码 子 ， 然 
WW UGA 是 一 种 渗 漏 终止 密码 子 , 给 有 机 体 带 来 基因 并 达 的 更 大 灵活 性 。 例 如 大 肠 杆 菌 噬 世 体 Q# 的 外 完蛋 
EO TRER ERL UGA LEGT. BRERA 95% 的 几率 在 此 释放 肽 链 , 产生 主要 的 外 过 蛋白 。 
而 有 5 甸 的 几率 则 通读 而 产生 ,27 个 气 营 酸 组 成 的 A1 蛋白 ,最 后 在 双重 终止 音 码 子 UAGUAA ARNI. 
Al 蛋白 是 Q8 偿 染 寄主 所 不 可 缺少 的 。 

终止 密码 子 UGA 不 但 能 以 色 狗 酸 的 形式 发 后 通读 ,而 且 能 够 作为 确 半 胱 氮 懂 和 铺 酸 丝 所 酸 的 密码 子 而 
不 是 作为 终止 密码 闻 。 从 大 肠 杆 苦 一 二 到 人 类 的 罩 自 质 中 都 发现 了 三 半 肛 氮 酸 (selenocysteine)。 蛙 先 人 们 
BUTLER LRAT E RECA, BARA ERSAK EM, K 
EDITH cel? BRM RNA, A 95 PE, ERR IRNA 分 子 之 一 ， 其 反 密 友子 为 
5 UCA 3, 与 UGA 完全 配对 ， BLE LA 8 对 配对 的 碱 基 ， 而 不 是 通常 的 了 对 ; 在 卫 嗜 唉 上 5 个 不 同 
FSU HR, HG, GY, US, Cs, Cr, 这 个 绢 NA 所 荷载 的 是 工 -丝氨酸 ， 而 不 能 荷载 游 商 的 硒 
PER. AAS L- AE cet 和 sete 基因 产物 (分 别 为 50KDa 和 70 KDa) Hh FEWER, 
PRG ER IBA IE. UGA DEHARI FRED RLS FID ETE RY ERRI 
SUA, WAR ARE EFX contexta (A UGAR,), (ABNER Ra re ee BR 
SOF UGA EHK- TES. 可 能 与 生理 条 件 有 有关， 人 们 发 现 E oë RGRERRATAREOES 
FAREA PRA. 

由 上 可 见 ， 在 现代 此 命中 UGA 是 一 个 灵活 多 变 的 道 传 密码 。 为 了 保持 UGA 密码 字 的 灵活 性 ， 就 必 
须 严 桔 控制 细胞 内 狂放 因子 REF2 的 含 基 { 见 第 八 章 第 七 节 )。 如 此 之 多 的 灵活 的 解读 机 制 不 可 能 是 出 用 较 原 
始 遗 传 密码 的 早期 生命 所 具备 的 。 在 这 样 的 生命 体系 中 ，UGA 只 可 能 简单 地 作为 色 扎 酸 的 密码 子 之 一 。 

再 从 线粒体 的 四 个 起 始 密码 子 来 看 ，AUU 和 AUC 可 能 比 AUG 和 AUA 更 为 古老 ， 因 为 它们 更 符合 
RNY 假说 ( 见 下 述 )。 根 据 以 上 各 种 率 实 ， 扒 油 人 类 线粒体 遗传 密码 比 所 谓 通用 密码 更 为 古老 ， 似 和 平 是 合理 
的 ,然而 ， 这 仍然 不 能 排除 流 线 化 的 可 能 性 。 

上 面 我 们 论述 了 线粒体 遗传 密码 的 古老 性 ,但 是 线粒体 密码 并 不 是 原始 遗传 密码 , 可 能 是 原 站 但 传 密码 
到 现代 通用 密码 之 则 的 某 个 较 晚 阶段 的 得 传 密码 。 20 种 氟 基 酸 到 底 什么 时 候 和 怎样 与 它们 的 密码 子 建立 联 
系 的 问题 ,人 人们 还 只 能 进行 推油。 在 密码 形成 之 初 ,可 能 并 没有 20 种 氮 基 酸 。 人 们 通过 对 许多 蛋白 质 基 大 的 
序列 分 析 , 发 现 其 锅 码 区 中 的 曼 叭 和 喀 巡 的 相对 位 置 有 相当 的 恒定 性 ,特别 是 密码 子 中 RNY 形式 占 优势 。 其 
RARE, YET, NATE THERM. ROME, RNY TERRAE 
者 的 富 码 予 。 外 古老 的 RNY 密码 子 组 成 的 mRNA h, TARA, By PE 
出 翻译 的 起 敬 信 号 和 控 创 起 始 的 因子 。 有 址 的 是 ， 抄 下 通 用 密码 表 ( 或 线粒体 密码 表 )， 由 RNY 所 编码 的 8 
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ASMP RAR) RREME 
HAM EANET A9 RNY A 

HEME r AS Oe BR E 
AET, 但 在 基因 
AURA. MRE 


PAPER RR, 也 经 二 
HANER, 内 有 : 


BCR T-a 其 他 许多 基因 中 ， raas LAS HERA "i 使 其 RNY fs 
RARER BLOG PRR TEBE PERT RNY AUS. ERER eR AY 76 个 氨 
REA UB, UBI2, UBT 的 76 PES FAA RNY AM Saf, +1 A 
RNY 局 期 的 则 分 列 为 10 A116 A. ARA Bicol 16S cRNA HT 23S rRNA LER UTE 
BRAIN PQS ERE LAB, 没有 RNY 同期。 这 就 表明 , AAT, 
Fai 

企 窜 码 的 早期 进化 过 程 中 ， 为 什么 次 先 采 取 RNY 形式 呢 ? 首先 RNY 形式 是 一 种 自身 互补 的 形式 。 其 
次 ， 根 据 数 百 种 人 RNA 分 子 的 分 析 结 果 ， 发 现 tRNA 分 子 上 有 有 重复 的 RNY 形式 。 人 们 普遍 认为 ， 原 始 的 
tRNA RARE, BRAM, SPA mRNA, Alt, RRM, RTAS tRNA 这 一 类 
RNA ST, BITAR AARRE SARTRE SMRART REREAD RNR RARE 
效率 也 要 你 得 多 。 


图 7-6 BRS: 2- BENS HBR RP = AE ROU RILHY RNY 信息。 bi 


亚 基 ,其 中 大 亚 基 大约 是 小 亚 基 的 两 悄 大 小 。IRNA TREES SK MRNA MERNANI 
结合 。 核 第 体 中 的 蛋白 质 , rRNA 以 及 其 他 的 辅助 因子 在 一 起 提供 了 副 泽 过程 记 震 的 金 部 租 
活性 。 HAMA SARAR -AERAR EAUS rRNA 部 不 能 产生 任何 酶 活性 。 
也 就 是 说 ， 这 些 橱 河 性 只 有 在 榜 糖 体 整 体 结 物 存 在 的 情况 下 才 会 具备 、 因 此 核糖 体 蛋 岂 质 和 
TRNA 都 不 是 单独 参与 蛋白 质 合成 反应 的 。 

Ri} KERERE 
AT BD ATA FO is fm Bia Oe k 


brs | Awe | enk | as AEE 
30S 50S 80 S 408 69 
PAGERE) 2520000 830 000 4 590 900 4420 000 1 400 900 2820 900 
BNA 16S—1 541 | a | 18S=1 900 > 
主要 ne 238=2 oath Ht We 285= 4 TOOL 


5.8 S= 160M 


KEL 5 S120 5 S= 12064% 
BNA RE 560 000 1 104-900 760 060 1 820090 
了 NA IEP ~ 60% T0% 60% 50% 65% 


34 个 33 个 49 个 


HAR 


370 000 487 000 700 000 Lede 00d 


FARA 40% 30% 50% 35% 


EAR Ey BB PR AB AN SA 2 IG ATOR PR Re A ED E 


HEARADH RNA BS} FF 7-5。 AT IE 55 个 蛋白 质 ,34 个 在 大 亚 基 中 ， 
以 工 BAR, 21 个 在 小 亚 基 中 ,以 8 表示 。288 rRNA 和 58 rRNA 在 大 亚 基 中 , 168rRNA 在 
小 亚 基 中 。 其 中 L26 与 820 完全 相同 ,实际 上 L26 并 不 是 每 个 大 亚 基 都 有 的 ,大 约 每 5 个 大 亚 
基 才 有 一 个 126。L7 是 工 12 的 氨基 末端 乙酰 化 的 形式 ,实质 上 是 同一 种 蛋 自 质 。L8 AL, 
L7，L12 各 一 个 分 子 组 成 的 复合 物 。 除 此 之 外 ,其 他 蛋白 质 均 各 不 相同 。 址 核 生物 存 82 个 核 
糖 体 蛋白 质 , 49 个 在 大 亚 革 中 ，33 个 在 小 亚 基 中 , ae LAS Sem, ERR RNA 288, 
5.88 和 58 FER WE, 而 188 rRNA 在 小 亚 基 中 。 真 槟 生物 L7/L12 蛋白 质 与 原核 生物 的 
L7/Li2 蛋 自 质 的 序列 高 度 相 关 ，, APART, CRE KER 
是 焉 性 蛋白 质 ， 有 的 蛋白 质 中 Arg+ Lys 后 氨基 融 总 数 的 三 分 之 一 。 这 是 这 些 蛋 白质 能 与 
RNA 结合 的 重要 原 办 。 

REREAD PARED NRE A RNA 差异 很 大 , 但 核糖 体 的 总 体 结构 却 很 
相似 ， 特 别 是 负责 与 mRNA BADER BI. BRE MAY rRNA 都 有 由 
RMA, AMP 16S rRNA 含有 10 个 用 基 化 该 董 酸 ，238S rRNA 含有 20 RHET 
酸 。 这 些 息 基 化 大 多 发 生 在 AMG 上。 哺乳 动物 188 和 28S rRNA 分 别 含 有 43 个 和 ?74 个 
甲 基 化 位 点 , 几乎 爹 部 发 生 在 被 狂 的 2"~…0 E, PAE ES ek RNA 的 转 采 处 理 过 
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独 中 榴 的 识别 有 关 ( 见 第 六 章 )， 与 核 精 体 蕊 能 的 关系 还 不 请 椒 。 不 辣 生 物 拘 了 ENA A eA 
一 完 的 相关 性 ,特别 是 甲 基 北 位 点 和 形成 二 级 结 千 的 配对 破 续 。 原 被 牛 物 的 SS rRNA 和 真 核 
生物 的 5.88 rRN 态 分子 都 有 许多 配对 的 碱 基 ,因此 其 序列 亦 高 度 保守 。 因 此 ,在 研究 生物 进 
化 上 ,常用 5915.8B)rRNA 的 碱 基 序列 差异 来 推算 进化 的 年 代 。 


= ABR 


从 种 核 糙 休 蛋白质 在 大 小 亚 基 内 都 有 一 定 的 位 置 , rRNA 是 其 中 的 骨架 。 有 的 核 精 体 蛋 
BEERS rRNA 结合 ,在 这 些 蛋 白质 与 TRNA 结合 以 后 改变 了 rRNA 的 构象 , 从 而 使 另 
外 一 些 蛋白 质 再 与 TRNA 结合 。 有 些 蛋白 质 不 直接 与 TRNA Bh, MUL AEE H M 
上 。 

AMARAI ES ROWE 308 亚 某 的 装配 过 程 研究 得 比较 清楚 。 首 先 将 168 rRNA 与 一 组 
大 约 15 Fis EAE a HE (4,898,520, 87,815, S13, 816, S17, 89, S19 86, $18, $11, 85 等 ) 
在 你 混 下 (0C) 相 互 作用 , 则 形成 一 种 Bi 颗粒 ,然后 将 温度 提高 至 00, R 颗粒 就 改变 了 构 
象 , 变 为 219 的 及 1* 恬 粒 ,然后 如 入 其 余 6 PA, MER 308 亚 基 。 整 个 装配 过 程 是 自发 
的 ,不 需要 酶 的 健 化， 只 是 需要 提高 温度 。 如 果 将 EDTA 加 到 808 亚 基体 系 中 ， 由 于 失去 了 
Mg** ,308 亚 基 就 大 放 出 若干 种 蛋白 质 (split protein) 而 变 为 一 种 类 似 于 R1 的 颗粒 (图 ?7-7》 
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上 上 述 体外 重建 核糖 休 的 试验 乔 要 提高 湿度， 就 路 示 着 能 找到 在 低温 下 不 能 装配 核糖 体 的 
岭 敏 感 突变 体 , 根 据 这 一 设想 ,Nomura 等 人 分 离 到 若干 种 sa& (subunit assembly defective) 
RU, RM REPT, AOE A, 有 的 是 直接 或 间接 影响 亚 东 装配 的 成 分 。sad 
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Sea Aa Wis PUR TRA BO RA pe CRNA FS POS a ie 
sad 帘 变 体 的 研究 ,已 发 现 小 亚 共 有 268 和 218 前 体 ,大 亚 基 有 438 和 22S 前 体 。 可 能 还 会 存 
其 他 前 体 尚 未 被 发 现 。 这 些 前 体 的 存 企 表明 核糖 体 亚 基 的 装配 存在 萝 背 干 重要 的 步骤 。， 


=. BEARS 


FERRE PETREA eB ,而 且 也 是 了 人 解 核糖 体 内 各 亚 基 功能 
和 相互 作用 的 重要 和 手段。 其 康 理 我 们 已 在 第 五 章 中 讲 过 。 同 梯 ， 这 些 突 站 体内 可 能 是 温和 的 
突变 体 和 条 件 体 致 死 突 变 体 。 

选择 和 鉴定 细 兰 的 核糖 体 突变 有 许多 途径 。 一 种 是 选择 对 抑制 核糖 体 功 能 的 捉 制剂 不 繁 
感 的 突变 体 , 创 如 链 霉 素 能 与 小 亚 基 的 812 BARA MAM WEA RMA. MRA S12 
蛋 自 失去 了 与 链 才 索 结合 的 特性 ,从 而 表现 出 对 链 竹 案 的 抗 性 。 目 前 已 通过 这 类 方法 选择 出外 
种 小 亚 基 蛋 白质 和 4 种 大 亚 基 蛋 白质 的 突 亦 体 。 利 用 这 些 突变 体 可 以 研究 有 关 的 核 猪 体 和 蛋白 
质 的 功能 。 

另 一 种 选择 途径 是 直接 选择 影响 蛋白 质 合成 精确 度 的 突变 体 。 这 一 突变 效应 有 时 又 可 以 
为 另 一 个 核 精 体 蛋 自 质 的 突变 所 抑制 (基因 间 间 接 抑 制 突 变 )。 这 样 ,就 可 以 研究 亚 基 组 分 之 加 
的 和 互 作用 。 目 前 用 这 种 方法 已 经 获得 了 6 种 核 精 体 蛋 器 质 的 突变 体 。 

AREAS sad 突 恋 休 直接 影响 到 核糖 体 亚 基 的 装配 , 表现 出 对 低温 的 敏感 。 目 前 已 
分 离 到 的 sad 突变 体 涉 及 到 4 种 小 亚 基 蛋白 质 和 1 种 大 亚 基 看 内 质 。 核 精 体 蛋 魏 质 了 由 同样 存 
在 着 温度 敏感 突变 ,使 细 臣 在 高 温 下 生长 垦 慢 或 停止 生 长 ,这 是 因为 核糖 体 蛋白 质 在 高 温 下 估 
去 原 有 的 功能 。 

TRAGER (kasugamycin) UHR SALT 165 TRNA 大和 蛋 白质 合成 起 始 过 程 中 的 作 
A. FRR ER ARN Bi, 这 是 因为 春日 竹 素 能 与 168 rRNA 靠近 3’ 末端 的 保守 
序列 G-m2 "4A 一 m235A 相 结合 ,而 突变 体 bsg A PERE, PERRET A 
发 生 甲 莫 化 。 没 春日 等 素 结 合 于 这 两 个 甲 基 化 的 腺 背 酸 时 ,ftMet-t 有 ENAe 就 不 能 与 之 结合 ;而 
突变 体 的 168 rRNA 的 这 一 部 分 保守 序列 , 既 不 能 与 春日 霉 素 结合 ,在 508 亚 基 不 存在 时 也 不 
能 与 fMet-tRNA: 结合 。 但 是 当 突变 体 的 308 亚 基 和 50S 亚 基 同时 存在 时 能 低 效率 地 结合 
fMet-tRNA+, 仍 能 使 看 白质 起 始 合成 。 这 就 表明 ,16S rRNA 的 3 端 序列 是 与 508 亚 基 以 及 
fMet-tRNA: 的 结合 有 关 。508 亚 落 的 某 些 蛋白 质 的 宽 变 体 使 得 核糖 体 必须 依 灼 于 春日 每 素 。 
这 也 是 基因 间 亲 苇 抑 制 突变 的 倒 子 。 某 些 细菌 所 产生 的 大 肠 杜 苗 素 E BEF 168 rRNA 的 
3" 素 端 妈 人 碱 基 的 序列 j, 则 完全 抑制 了 蛋白 质 合成 的 超 始 ,这 也 说 明了 16 STRNA 的 3 来 
喘 序 列 在 甜 泽 起 始 过 程 中 的 作用 。 


四 、 槟 身体 的 活性 位 点 


在 核糖 体 上 ,我 们 能 找到 若干 为 蛋白 质 合成 所 不 可 缺少 的 活性 位 点 .起 始 釉 译 时 ,808 亚 其 
与 InBNA 以 及 与 起 始 tRNA PT RS ae. 然后 再 与 50 8 亚 基 相 结合 而 
成 为 708 核 糖 体 。708 核 糖 体 上 有 人 位 和 了 位 ,入 位 供 氨 本 基 -tRNA 结 售 ，? 位 殿 底 基 -tRNA 
a. KARIM AE 50 8 亚 基 上 ， 位 于 了 位 和 入 位 之 问 。 此 外 ， 还 存 转 位 因子 
EF-G, 延伸 因子 EF-Tu 和 58 tRNA 位 虚 等 , 这 几 个 位 点 均 在 50 8 WE, AR RA 
标记 、 交 联 剂 ,抑制 济 , 搞 体 等 来 分 析 这 些 活性 位 点 的 结构 和 功能 下面 基 主要 的 活性 位 点 只 及 
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BRE DOS EM Ey OE 7-8); 


活性 位 点 


1. mRNA 结合 位 点 位 于 308 亚 基 的 头 部 。308 Wty MRNA RAS, 必须 有 
有 功能 的 81 蛋白 。81 蛋白 具有 狐 长 的 形状 ,与 单 链 核酸 有 高 度 的 亲和力 -81 EA mRNA 
的 结合 , 嚼 小 mRNA 链 内 不 基 对 的 形成 。 这 种 链 内 破 基 对 不 利于 翻译 作用 的 进行 。 通 过 亲 和 标 
记 实 验 ,发 现 与 Sl 蛋白 直接 有 关 的 蛋白 质 有 818 和 821。 这 三 种 蛋白 质 构成 一 个 小 的 结 榴 域 ， 
负责 与 mRNA 的 初始 结合 以 及 与 起 始 (RNA 的 结合 。 这 一 位 点 也 是 IE3 前 结合 位 点。 这 一 位 
点 邻近 中 位 点 ， 这 一 位 点 可 能 还 包括 蛋白 质 B3、84、 5.8T12、 以 及 168 rRNA 的 3 末端 
区 域 。168 rRNA 3 My) EARR mRNA 上 AUG 之 前 的 富 含 陀 叭 区 发 生 焉 基 配对 ,是 
303 DEH MRNA 的 初始 结合 不 可 缺少 的 。 

2. P 位 点 ”通过 亲 和 标 记 实验 ,发 现 P 位 点 大 浮 分 位 于 308 亚 基 ,小 部 分 位 于 508 亚 基 。 
16 SrRNA 的 3 末 疯 区 域 也 是 了 位 点 不 可 缺少 的 组 成 都 分 。 痰 亚 基 上 涉及 的 重要 蛋白 质 有 I2 
L27 以 及 LIL4、L18、L24、L33。P 位 点 能 够 与 起 始 tRNACEMet-tRN A) HES, 

3. 及 住 虑 “及 位 点 车 近 卫 位 点 ， 但 其 精确 位 置 尚 不 清楚 。16 8 rRNA 是 其 构成 成 分 之 
一 。 丰 位 点 主要 在 508 EAL ,涉及 的 核糖 体 蛋白 质 有 Li1、T5.L77D1t2、IL20、L30、.L33。 

d. 肪 类 转移 酶 活性 位 总 ”位 于 请 位 和 息 位 的 连接 处 ,党 近 tRNA 的 接受 臂 。 涉 及 的 核糖 
体 蛋 白质 有 L2, Lie IÆ L8, L4, L15; 还 涉及 到 235 rRNA, 

5. ES rRNA dS 在 508 WH LB REA PROBA MS 5,L8、L25。 
tRNA BY CGO MR PSEA OB RNA 的 序列 豆 补 ,可 能 与 iRNA 的 进入 有 关 , 但 还 缺乏 
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有 力 的 证 据 。 

6. EF-Tn 位 点 ATAKEA, A 208 亚 基 ,涉及 的 蛋 向 质 有 L5,L1.T20 和 LDL7AT12。 
这 一 位 点 与 气 酰 基 -*RNA 的 结合 有 关 。 

7， 转 位 园子 卫 F-G 结合 位 点 ”在 大 亚 基 上 ,靠近 与 小 亚 基 的 界面 处 。 这 一 位 点 舍 近 S12， 
HAG L7/L12 SRA. 

BEWARE FR RS a A Bd PO AL a A 
tRNA 要 与 相 邻 的 两 个 密码 子 配对 。 相 邻 的 两 个 密码 子 的 最 大 距离 为 10& ,而 每 个 tRNA 的 直 
径 就 有 20 入。 可 能 是 RNA 在 两 个 密码 子 之 间 发 生 担 转 ， 使 两 个 ERNA 从 不 同 的 方向 与 
MRNA 结合 。 如 果 是 这 样 ,HRNA 从 A 位 轻 轻 地 弹出 , 转 过 一 个 角度 进入 了 位 。 因 此 mRNA 
对 于 核糖 体 的 移动 实质 上 是 tRNA 的 移动 。 因 为 反 密码 子 和 密码 子 之 问 的 配对 ， 才 能 使 每 次 
萝 动 的 算 离 是 精确 的 一 个 密码 子 。 


第 三 节 ae a ne 


细胞 内 的 数 十 种 tRNA 分 子 构成 了 氨基 酸 的 运输 大 军 , 而 运 来 的 氨基 酸 在 核糖 体 瞧 迅速 
ERRERA. 在 这 个 过 程 中 所 需 的 能 量 由 GTP 水 解 提供 。 这 个 装配 过 程 可 以 分 为 三 个 阶 
B: (D 起 始 阶 段 ,第 一 个 肽 键 形成 之 前 的 上 有 步 反 应 。 它 需要 核糖 体 结 合 于 mRNA, 从 而 促使 
包括 第 一 个 氮 杉 基 -tRNA 在 内 的 起 始 复合 物 的 形成 ,这 是 一 个 相对 缓 得 的 步 又 。(2) BE HBT 
B: 包括 从 第 一 个 肽 键 形 成 到 最 后 一 个 肽 键 形成 之 间 的 全 部 反应 。 这 是 一 个 相当 迅速 前 过 
F. G) 终止 ， 包括 已 完成 的 肽 链 和 核 狠 体 的 解 离 。 这 一 过 程 要 比 延伸 过 程 中 加 上 一 个 氨基 
禹 所 需 的 时 间 长 得 多 。 

看 自 质 合成 坟 程 总 的 说 来 仍然 是 一 个 非常 迅速 的 过 程 。 在 STORY, ARTHAS A Be 
度 为 每 秒 15 个 氨基 酸 。 丘 以 合成 一 个 300 个 氨基酸 的 蛋白 (相当 于 蛋白 质 的 平均 分 子 量 ) 只 
Hew 20 Eph SMA, 80% 的 绕 糖 体 都 在 从 于 蛋白 质 的 合成 ,很 少 有 游离 的 核糖 体 。 
走 核 生物 中 蛋白 质 合成 速度 要 低 一 些 。 红 所 球 蛋 白质 合成 速度 只 有 每 秒 2 个 氨基 酸 。 


一 、 合 成 的 起 始 
1. AHIRNA 与 起 始 密 码 子 的 识 齐 ”合成 的 起 始 密 码 子 为 AUG (在 细菌 中 偶尔 也 有 用 
GUG 的 )。 在 细菌 中 , 约 有 50% HEARE N Bey Mot, AMIRAT ONAN RA 
-tRNA, 其 氮 驾 基 的 氨基 末端 已 被 甲 酰 化 ,使 之 只 能 用 于 起 始 而 不 能 用 于 延 贫 过 程 。 

SA APP tRNA 能 够 携带 甲 硫 氮 酸 。 一 种 是 tRNA, 它 具 能 识别 起 始 密 码 予 
UG， 一 种 是 IRNAM*， 它 只 能 识别 内 部 AUG BF, (ENAM 首先 与 Met 结合 , 然后 
在 Met i NH, 上 产生 甲 酰 化 作用 从 而 封闭 了 这 个 氨基 。 这 个 氨 酷 基 -tRNA 可 缩写 为 了 Met- 
tRNA, GG AUG A GUG 均 冉 这 种 tBNA: 所 识别 。 而 这 两 个 密码 子 如 果 在 mRNA 
的 内 部 出 分 别 直 RNAS 和 ftRNA 所 识别 。 而 在 真 核 生物 中 ,情况 有 所 不 同 。 起 始 密 码 子 
只 能 是 AUG, 而 没有 GU 台 作为 起 始 密码 子 的 。 识 别 起 始 AUG 与 内 部 AUG 的 工作 同样 是 由 不 
Ea tRNA 所 任 的 ,负责 起 始 AUG RAWE RNAF, 负责 内 部 AUG Hise TRNAS, 
但 Mot-tRNA, 并 不 被 甲 本 化。 在 哺乳 动物 线粒体 中 则 祥 有 两 类 tRNA 分 别 识别 起 始 AUG 
和 内 部 AUG, 而 且 起 始 tRNA LBRO EPL TRA, PAN BRAK Met-tRNAs 


0 262 


分 子 数 /自由 核糖 体 


a 


HE mRNA STAR 


YF? | 28% 

| mm 
IFz ` | ERNA HRG 
IF. | 可 能 为 IF2 GMAT, (XE TF2 的 解 离 


CCOCUUB 
165 rRNA 


CUS AGU AUA AGA CGA CAU AUG CCU AAA LUA 
GUU UGG GUC AAU UNG AUC auG GCA AAA UUA 
UUA Cua AGG AUG AAA UGC AUG UCU AAG ACA 
AUG UAC UAA GGA GGU UGU AUG GAA CAA OGG 
cea AAC ULC CUC AUG AAA AAG UCU 
AaU CUU ceA CHC UDU ULU aug GUV CGU UCU 
UNG CUG GAG GCC UCC ACU aug AAA UCG CGU 
AGG UCU ACG ac? UAA AGA auc GAA CAA CUC 
th) GCG UUc acg CUU GCG UUU AuG GUA CGC UGG 
10 AUC UAG AGG GUA UUA AUA AUG AAA GCU ACU 

1 GGG AUG ACA Goa GUA AAA aug GCU AUC G 
12 AGC CUA AUG saG CGA AUU AUG AGA GUU CUG 
13 CCC GAU uaa Gta ACG ACC aug ACG CAA UUU 
l4- CAA UUÇ AGE SUG GUG AAU GUG AAA CCA GUA 
15° UUT ACA CAG GAA ACA GCU AUG ACC AUG aUu 
16 CAU CAA GGA TCA AAG CUM aug GCU UUA AAU 
JF UAU USA GA ACA AUU UAA AUG UCY AUC ACU 
13 AGC GAG CUG agu AAC CCU aug GUU UAC UCC 
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图 7-9 


(1) Rhy 16S RNAS 来 端的 厦 基 序列 及 其 发 来 结构 (b) KREW EENS-DE: 

1 MBAQSABA, 2. OS REA, 3. OA MMM, 4. MARA Crois BERERA 
6. MOXA, T. OX1T4A*, 8, SX74B, 9. OXIME, 10, Pok REO: 11. RecA, 12. 
Galt, 13, Gall; $4, Laci; 15, LacZ; 16. Lie; 1% L7/L12; 48 RNAS. SEPE 
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还 能 将 ANA, AUC, AUU JRF EAT. 

N HAS ERE AEE A 15 ~30 SR a th SE 

2、 起 始 揽 合 物 与 708 aR TER Ay RT ee MRNA, RT PRR 
PRU Ae tRNA, 308 WIE, SOS 亚 某 之 外 ,还 需要 趟 始 因 子 。 在 细菌 中 ,有 三 种 起 始 因子 (天 
7-67。 这 些 因子 并 不 宁 固 地 结合 于 核 糙 体 ,在 起 始 复合 物 形 成 之 后 就 很 快 和 离 。 

起 始 复合 物 与 708 核 稍 钵 形成 的 步 又 如 下 ; 

(1) IF3 促进 708 亚 基 的 解 讽 , 并 与 308 MEA. AAT IFS 的 308 ERS mRNA 
合 。 在 mRNA 上 起 冶 密 码 子 AUG 上 游 方 向 4~13 核 背 酸 之 前 有 有 一段 语 含 厢 叭 的 序列 ,其 一 
致 序列 为 &GGAGG ,( 称 为 Shine-Palgarno Frail), 能 够 与 168 rRNA 3 OA EY 
EIRP EHER 16S rRNA 的 Shine-Dalgarno 序列 ) 相 结合 (图 7-9) ARRAY 
Shine-Dalgarno 序列 不 完全 相同 ， 从 而 控制 单位 时 间 内 起 始 揽 合 物 形 成 前 数目 , 最 终 控 制 翻 
举 产物 的 数量 。308 EEE MRNA ERA A HE, IE ie 308 亚 基 上 的 部 分 了 位 对 准 起 始 密 
BF AUG CS RE SR ts tRNA 进入 卫 位 。 

(2) 起 姑 因子 JE2 结合 于 起 始 tRNA ,然后 IF3 再 与 308 亚 基 结 合 (或 许 TF2 Hey 308 
ERA FEM aaa URNA), (edge tRNA 进入 308 亚 车 的 部 分 卫 位 。 不 管 按 伟 么 顺序 ， 
IF? 都 是 这 一 阶段 中 30 8 亚 基 不 可 缺少 的 部 分 。 

(3) 在 IF? 与 起 始 坦 WA 形成 的 二 元 复合 物 结合 于 308 YRA GTP 分 子 立 即 与 308 
TARA. IF2 可 能 具有 GTP BER SES ZA GTP 酶 的 
活性 。 这 时 起 始 复合 物 已 经 完全 形成 。 ` 

(4) 505 Wee be, GTP 水 解 ,释放 出 的 能 其 改变 本 803 亚 基 和 508 WARR E 
进 708 核 炸 体 的 形成 。 同 时 妓 放 出 起 始 因 子 1F3 和 ITF2。 IF 1 可 能 促进 TF2 的 释放 。 这 时 核 
糖 体 上 的 上 位 和 全 位 都 己 处 于 正确 的 究 态 , P 位 已 被 起 始 tRNA 充满 ,而 A 位 也 正在 准备 接 
受 一 个 能 与 第 二 密码 子 配 对 的 CRNA, 

起 始 复合 物 和 708 RPE Le ERFA 7-10, 
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3. ARA WE OME AM KBE RG POR RT AUG 处 形 
成 ,而 是 首先 在 mRNA 的 5 来 端 形成 ,其 识别 信号 就 是 5 EAA Ze poly (UW) 5” 
末端 加 鞋 巾 子 结构 ,也 能 够 形成 超 始 复合 物 ; 说 目录 子 结构 这 一 信和 号 足以 使 起 怒 复 合 物 得 以 形 
成 。 在 电子 处 形成 的 起 始 复 侣 物 ; 然 后 沿 着 mRNA 移动 ， 直到 发 现 起 好 密码 子 AUG, 608 W 
基 结 合 上 来 ; 才 形 成 808 被 糖 体 。 其 过 程 与 原核 生物 有 许多 相似 之 处 。 然 而 , 真 核 生物 的 起 始 
因子 更 多 ,目前 已 发 现 有 9 ARRAT T- NES eF RAED RAT, wee 
因子 的 作用 细节 大 多 不 太 洲 想 。 

#77 次 核 生物 收 白 质 合成 起 始 因子 


四 + t 物 | th 能 
SIF3 1 >500Kd， 多 球体 结合 mBNA 
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FOE ty BG SOE a, GTP 首先 与 IF2 结合 , 这 一 结合 就 增加 了 eIF2 与 
R RNA 的 亲和力 ,然后 三 岩 便 结合 成 一 个 三 元 复 合 物 。 三 元 复合 物 直接 与 408 亚 基 结 合 。 
这 一 过 程 不 需要 mRNA 的 存在 。408 亚 芝 ~ 三 元 复合 物 在 9IF 3 的 存在 下 与 mRNA 结合。 
在 此 过 程 中 水 解 工 分 子 ATP 以 提供 能 量 。 这 祥 ; 起 始 复 合 移 就 形成 了 (图 7-11)。 然 后 起 始 复 
SPR ORNA 向 起 始 密 码 子 AUG 移动 以 便 形 成 805 BRK. 


=E # 

1. HRS RRR HRR RRE RAEDT Le PAERPA ORR 
TRARRE tRNA 所 充满 ,而 A 位 仍然 空 着 。 如 果 不 考虑 密码 子 和 反 密 码 子 配对 的 话 , 则 
RER tRNA 之 外 的 任何 一 种 tRNA 都 可 以 进入 上 位 。 然 而 ,tRNA 进入 A 位 不 是 自发 进行 
Bs HE BEET EF。 延伸 因子 有 三 种 , 一 种 是 热 不 稳定 的 ; 出 做 EF-Tu, 一 种 是 热 稳 
定 的 ， 叫 做 EF-Ts; 第 三 种 是 依赖 子 GTP 的 延伸 因子 EF-G, 又 称 转 位 因子 。 EF-Tu 首先 
与 GTP 结 含 ， 然 后 与 氨 陡 基 -tRNA SBMS THAD. PAWS RAAT OAR 
WRR A 位。 其 由 GTP 的 存在 是 氨 酌 基 -tRNA 能 够 进入 A 位 的 先决 条 件 之 一 ， 但 并 不 喜 
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图 7-11 SA SA Sa tetas See 

GTP 的 水 解 。 一 旦 进入 有 位 以 后 ,GTP 立即 水 解 成 GDP, EF-Ta, GDP 这 个 二 元 复合 物 就 
与 氮 基 酰 -tRNA 解 离 而 释放 出 来 。 只 有 这 时 , 肽 基 转 移 酶 才能 把 位 于 了 位 的 甲 酰 甲 琉 氮 酰基 
RKB A 位 的 毛 酰 盐 -iRNA 的 氢 基 上 并 形成 第 一 个 肽 键 或 新 的 肽 键 。 这 一 步 的 关键 
是 GTP 的 水 解 和 也 FTna'GHDP 的 释放 。 

现在 已 有 充足 的 证 据说 骨 GTP 的 看 在 及 其 水 解释 放 与 氨 酰 基 -tBRNA BE A ACN AK 
键 形成 的 关系 。 人 大 们 使 用 一 个 不 能 被 水 解 的 GTP 同系 物 GMP-POP， 其 中 ORE EG AT 
YTE EEEN PE GLP 中 的 氧 启 子 。 利 用 这 种 同系 物 照 样 能 够 形成 三 元 复合 特 , R 
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BAAR HERO BRASS TR BUA 不 位 点 房 需 的 十 oe 
存在 而 不 是 它 的 水 解 。GTP KS EF-Tu GDP BRE Sons ANE RNA 结合 
as SM BP RIS he EF-Tn 的 分 子 构象 。 对 于 肽 键 的 形成 ,不 但 需要 GTP ARLES 

要 EP-Lo-GDP fy ffi. Mi BE (kirromycin) kiji EF-Tu 的 功能 。 当 EF-Tu 与 
KERNOA > 照样 能 够 形成 三 元 复合 物 并 使 氮 酰 基 -tRNA 进入 A fie GTP 也 照常 水 解 ， 
{E EP-To-GDP 不 能 从 核糖 体 上 释放 下 来 。 其 继续 存在 妨碍 了 肽 基 -tHNA 和 所 酰基 -tRNA 
ZERREN. KARER ARARE N 

2. R ” 当 肽 键 在 A MEERA RAR 转 位 因子 EF-G 利 GTP 才能 

名 结合 上 上来。BP-G 与 GTP 可 能 形成 很 松弛 的 复合 物 ， 也 可 能 二 者 在 肽 键 形 成 之 后 直接 结 
合 到 核糖 体 上 来 同样, 这 种 结合 需要 的 是 GTP 的 存在 而 不 是 GTP 的 水 解 。 因 为 GMP-PCBP 
照样 能 促进 这 种 结合 。 然 后 ,由 核糖 体 中 具有 OTP 酶 活性 的 某 种 蛋白 质 将 GTP KA EA 
位 生成 的 肽 基 -tRNA 才能 转移 到 P 位 出 同时 将 原来 P 位 上 空 载 的 tRNA 逐 出 核糖 体 ,mRN 入 
也 欧 涉 了 一 个 密码 子 。 在 转 位 以 后 , EF-G 各 GDP 必须 释放 出 来 ， 下 一 个 氨 酰 基 -tRKNA 的 
三 学 复合 物 才能 进入 A tit. WAAR | ERER (fusidic acid) 能 够 使 恢 糖 体 停 在 转 位 
后 的 状态 。 这 是 因为 内 酸 露 素 稳定 了 ZE8-GGDP 与 核糖 体 的 复合 物 , 使 下 一 个 级 具 酸 不 能 
加 到 肽 钾 上 来 。 

3， 两 类 延 仲 因子 的 交 茜 作用 由 上 可 见 ， 只 有 EF-Tu 离开 核糖 体 以 后 , EPG 和 GTP 
才能 结合 上 来 ; 同样 , 只 有 EF-G 离开 核糖 体 后 ， 新 的 氨 栈 基 -tRNA 三 元 复合 物 才 能 进入 入 
位 。 现 在 还 不 知道 延 仲 因 也 互相 排斥 的 现象 是 否 由 于 这 些 因 子 对 核 烽 体 上 互相 重 到 的 结合 位 
虚 的 竞争 而 引起 的 ; 人 们 已 知 一 种 药物 硫 链 毕 菌 素 (thiostrepton) 能 抑制 两 者 下 长 因 于 的 结 
合 。 然 而 有 一 点 是 必须 的 , 那 就 是 卫 位 点 和 各 位 点 的 状态 ,只 有 当 忆 位 点 该 胀 基 CRNA 占据 
而 义 位 点 空 着 时 , 撤 酰 基 -RNA 三 元 复合 物 才能 进入 A 位 点 ; 上 只 有 当 肽 键 生成 后 ， 肽 基 转 移 
到 入 位 的 氮 酰 基 -tRNA E PRIRNA Z R, EF-G 和 GTP 才能 结合 到 核定 体 上 来 。 加 上 鸟 
了 原 岭 核 背 酸 控 制 着 这 丙种 延 他 因子 构象 ;从 和 负 改 变 了 它们 对 于 核糖 体 的 亲和力 ,使 一 种 因 于 与 
核糖 体 的 结合 与 释放 有 序 地 进行 。 这 样 , 两 种 延伸 因子 就 能 交替 地 与 核 精 体 发 生 相 互 作用 ,使 
肽 键 台 成 和 转 位 作用 有 条 不 素 地 进行 ， 整 个 延 促 过 程 表 示 于 图 7-I2。 

4.7s Ge 延伸 因子 EF-Ts 的 必用 就 在 于 使 使 用 过 的 EF-Lu.GDP 能 够 转变 为 有 用 
的 形式 BE-Tu.GTP。 首 先 EF-Ts 将 GDP Bee, 生成 结合 的 因子 EF-Tu- EF-Ts, 2i 
是 人 们 最 初 发 现 的 T 因子 即 转移 因子 。 然 后 EF-Ts TROTE RB AUT MOE Pu. GIP, 
而 EF-Ts 又 可 进行 下 一 次 循环 。Ts PPB TA 7-12 (0), 


=. SLAB 


无 论 原核 生物 还 是 真 核 生 物 都 有 三 种 终止 密码 子 UAG (amher), UAA (ochre) $r UGA 
(opal)。 没 有 一 个 tRNA 能 够 与 终止 密 色 子 作 用 ， 而 是 由 特殊 的 蛋 帕 质 因子 促成 终止 作用 。 
这 类 绰 帕 质 因 予 癌 做 释放 关子。 原核 生物 有 三 种 套 放 因子 ; RIL 识别 UAA MUAG,RF2IR 
别 UGA 和 UAA, RFS 能 名 刺激 RLM RIZE. ERE. RS 
eRF oRF 需要 GTP 与 之 结合 才能 结合 于 核 精 体 ， GTP 可 能 在 终止 反应 后 被 水 解 , 这 一 作用 
可 能 与 eRF 与 核 禧 休 的 解 离 有 关 。 

不 管 原核 生物 还 是 真 核 生 物 ,释放 因子 都 是 作用 于 A 位 点 , 并 且 需 要 了 位 被 肘 基 -tRNA 
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(b) 


图 7-12 BARES 
C) ERM UALR Ts HF; (b) HA, (0 BRGEKRE ERER OAR 
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所 占据 。 这 个 过 程 同 样 需要 肽 基 的 转移 以 及 色 空 雹 的 RNA BB. 评 基 的 转移 仍然 是 
由 肤 基 转移 醇 活性 起 作 用 的 ， 只 不 过 由 于 其 放 因子 的 某 种 作用 使 肝 菇 转移 到 水 分 子 上 央 而 并 
PERAK. BORE ITA MRNA LRA PR, 现在 还 不 清楚 , 可 能 是 释放 因子 触 
发 了 核糖 体 物象 的 改变 ,并 有 可 能 涉及 到 未 知 的 蛋白 质 因 子 。 


第 四 节 mRNA 的 结构 与 翻译 3 


上 面 我 们 已 经 讲 到 了 原核 生物 mRNA 上 的 Shine-DaLgarno YA, MEM AT 结 
构 以 及 两 种 mRNA 的 起 始 密码 子 AUG 都 是 蛋白 质 起 始 合成 所 不 可 缺少 的 。 而 mRNA 上 的 
DAGsDAA 各 QA 三 种 然 于 密 窒 子 又 是 肽 链 的 终止 和 和服 放 所 不 可 饼 少 的 , 除 此 之 外 ， 
mRNA 上 还 存 许多 结构 特点 与 翻译 过 程 密切 相关 。 


一 、 原 核 生 物 的 多 梧 反 子 mRNA HMF 


原核 生物 的 mRNA 大 部 分 为 多 孚 反 子 。 在 各 个 顺 反 子 即 基因 之 部 ， 常 有 一 段 非 编码 的 间 
及 区 (spacer)。 不 同 的 间 膨 区 长 度 变化 很 大 ;可 以 从 100 个 碱 东 左 右 直 到 1 tAE 甚至 有 前 
一 个 基因 的 终止 密码 子 与 后 一 个 基因 的 起 始 密 码 子 相互 量 合 其 至 编码 序列 相互 重合 的 现象 
(如 我 们 在 第 二 掌中 讲 到 过 的 %X174 的 菇 因 组 织 情况 )。 如 果 基 因 间 的 问 电 序 列 较 长 ,出 核糖 
体 偿 第 一 个 基因 的 终止 密码 子 发 生 解 离 ， 并 脱离 了 mRNA。 因 此 第 二 个 鞍 因 产物 合成 的 起 始 
是 独立 的 ， 同 样 需要 全 部 的 起 始 过 程 。 郊 果 基 因 闭 问 限 序 列 的 长 度 只 相当 于 正常 的 SPD 序 
烈 到 起 始 密码 子 的 距离 并 具有 8-D 序列 特征 ， 则 被 补体 大 小 亚 基 分 离 后 ， 小 亚 基 并 不 离开 
mRNA, 类 亚 基 餐 时 离开 ,但 又 会 很 快 地 结合 上 来 ,如果 前 一 基因 的 终 闭 密码 子 与 后 一 基因 的 
起 始 密 码 子 虱 分 重合 ， 则 核糖 体 两 个 亚 基 可 能 都 不 离开 mRNA 而 接 下 去 翻 详 第 二 个 基 央 产 
移 。 内 而 在 原核 生物 的 凶 顺 反 子 mRNA H, 各 基因 产物 的 数量 并 不 一 定 都 相等 , 特别 是 基因 
间 间 叫 序 列 较 长 的 情况 下 更 是 如 此 。 这 时 收 ， 各 基因 8-D 序列 则 起 关键 作用 。 她 糖 操纵 元 中 
各 基因 产物 数量 就 不 相等 。 半 我 精 井 醇 ( 名 基因 产物 ) FARTA EANA i pL 
FF BEIGE (A 基因 产物 ) 大 约 为 1:0.5;0,2。 遗 成 这 种 结果 可 能 还 有 其 他 的 原因 ,如 后 而 基因 
退 转录 出 来 ,而 生 mRNA 的 3 末端 更 容易 受到 核酸 酶 的 进攻 而 降解 等 。 如 果 上 游 基因 发 生 无 
义 突变 ， 则 可 以 在 转录 水 平 上 引起 突变 的 极 性 效应 (后 面 基因 无 转录 产物 )， 这 在 第 六 章 中 已 
经 讲 过 。 这 种 无 义 突变 并 不 都 造成 转录 的 过 早 终 止 ， 突 变 的 极 性 效应 也 可 能 发 生 在 器 译 水 平 
E 因为 无 义 突变 点 下 游 序 列 没 有 被 核 精 体 占据 ,就 有 可 能 与 下 一 个 基因 mRNA 的 核糖 体 结 
含 位 点 形成 二 级 结构 ,从 而 使 下 游 基因 不 能 进行 翻译 或 降低 了 普 译 效率 。 


二 、 真 核 生物 核糖 体形 成 位 点 与 双 功 能 mRNA 


真 核 生物 的 188 cRNA 与 原核 生物 的 168 FRNA 在 其 3" 末端 有 很 大 的 同 源 性 (图 7-13)。 

由 图 7-18 可 见 ， 由 于 188 rRNA 缺少 COUCO FEC mRNA 上 前 8-D 序列 互补 )， 因 
ERRER mRNA 可 能 并 不 存在 S-D 序列 。 根据 Kozak 等 人 的 研究 , ASAE RAT 
AUGA WH EFX HOCACCAUGG, EMT HALE RH 408 亚 基 起 始 复合 物 向 3 方 
向 移动 时 ,如 发 现 AUG 密码 子 处 于 这 样 的 “上 下 文 ? 中 ， 就 不 再 向 前 移动 ， 而 是 与 608 亚 基 结 
下 惑 为 完整 的 核糖 体 : 于 是 从 4UG 上 开始 合成 蛋白 项 。 如 果 这 个 4UG 的 上 下 文 不 大 合适 ，- 
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ACAAGU GGAUTAUBA 


( a) 18S (RNA 


oH 
tS rRNA 


U A-o 
18 rRNA 
门 


b) 

图 7-13 l rusams TRNA37 KEH 

(a) 3 来 增发 来 结构 ， Ch) PREH 16S rRNA SEREH 185 cRNA t 

FIER, BATS ae 
有 时 US 亚 尖 起 娩 复 合 物 就 会 继续 沿 前 移动 ,在 群 到 下 一 个 位 于 较 合 适 的 上 下 文中 的 AUG 时 
个 下 米 而 形成 809 亚 尖 核 糖 体 ,并 从 这 个 AUG 上 开始 合成 蛋白质 这样, 就 有 可 能 从 两 个 AUG 
上 合成 两 个 蛋白 质 。 如 果 两 个 AUG 属于 同一 阅读 杠 ， 则 形成 两 个 长 短 不 同 的 蛋白 质 ! WR 
At AUG 处 于 不 同 的 阅读 框 中 ， 则 合成 两 个 序列 完全 不 癌 的 蛋白 质 。 这 样 ， 一 条 mRNA 可 
以 合成 两 种 蛋白 质 , Aue AE mRNA (bifunctional mRNA)。 现 已 发 现 许 多 病毒 都 其 
有 双 功 能 mRNA ,并 已 分 离 到 这 样 的 蛋白 质 。8VY40 的 家 过 蛋白 VP2 和 VP3 就 是 一 个 典型 的 例 
子 。 然 而 ,在 绝 大 多 数 的 真 核 生物 基因 的 表达 过 程 中 ;总 是 识别 第 一 个 AUG, 这 可 能 是 由 于 真 
核 生物 tRNA 反 密 码 子 3 端的 一 个 相 邻 碱 基 A 的 煤 基 化 阻碍 了 它 与 4UG BORE, 


三 、 只 有 最 后 一 个 终止 密码 子 的 多 基因 MRNA 的 翻译 


真 拒 生物 中 广泛 存在 着 一 种 序列 高 度 保守 的 75 氨基 酸 记 组 成 的 小 分 子 蛋 白质 ,这 种 蛋白 
质 称 为 泛 束 (nbiquitia)y。 从 昆虫 直到 人 类 , 泛 素 的 氨基 酸 序列 全 部 相同 。 这 类 基因 大 多 呈 “ 必 
- 首 ” 相 连 的 形式 组 成 多 基因 簇 , 中 间 无 任何 间隔 序列 (图 7-14)。 醇 每 有 5 个 这 样 的 重复 基因 
组 成 基因 艇 ,人 类 则 有 9 个 。 除 第 一 基因 前 有 启动 子 外 ,后 面 基因 均 无 启动 子 , 基 因 内 启动 子 (不 
是 该 基因 使 用 而 大 后 一 基因 使 用 7 的 可 能 性 也 不 存在 。 也 就 是 说 不 可 能 每 个 基因 单独 转录 ， 
也 无 转录 后 处 理 所 具 和 的 特征 。 因 此 只 能 在 翻译 后 将 各 基因 产物 分 离 。 在 细胞 内 实际 上 并 不 
FEEDS A BE (5 RER 9 芭 体 )。 因 为 细胞 内 存在 着 能 够 切除 多 蛋白 质 之 问 睦 键 的 特 
萄 的 发 自 酶 一 省 素 凑 端 水 解 本 .这 种 酶 识别 的 是 泛 素 的 空间 构象 当 勋 译 进行 到 一 个 单 体 出 
来 后 不 入 (可 能 只 比 单 体 多 几 个 氨基 酸 ): 泛 素 分 子 的 空间 构象 就 能 形成 ,这 种 酶 就 能 识别 而 将 
PRUE ER, 像 这 样 的 密 蛋 白质 才 是 真正 的 多 基因 蛋 睛 质 ,不 过 已 发 现 的 这 类 例子 很 少 。 
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ATS GGT ate GGT ATG ; Gt ATG GGT AFG cor MATTA a. 
Raks Caa i #02 its i Pe i aas REA 
E BIERRA UBI4 的 结构 :5 个 基 民 (向 无 内 元 ) 必 - 首 

AE, BSE AMANDA Asn) GIF 


BRA Zc eco PRE Zi E BEAN RE a a 


一 、 概 述 


SHAH OS E ET AS RE ERE 
2 De NYE AA WORE DRT SMR EL, PS SN a 
BREG J DE A B ER FAVES De AF GR ae PD 
作 受 体 )， 在 内 腊 和 外 膜 之 间 的 间 敌 黎 为 周 质 (periplasm) Hee A ak PN Cn AR EE 
HED 以 及 党 养 物质 结合 蛋白 。 

走 核 生物 的 细胞 结构 更 为 复杂 ,不 俱 细 鸥 体积 天 , 而 且 细胞 内 具有 符 种 不 同 的 细胞 兆 , 这 
些 细 胞 器 种 类 具有 各 自 独 特 的 腊 结 构 。 在 细菌 细 泡 应 起 作用 前 蛋白质 一 般 是 党 扩散 你 用 而 分 
布 到 它们 的 目的 地 。 而 真 核 细胞 中 蛋白 辆 的 定位 要 复杂 得 多 ;不 但 要 决定 是 否 越 戏 ,而 且 要 奖 
定 越过 嘱 一 种 类 的 腊 。 

在 如 腊 渤 盘 中 ,有 时 伞 随 着 与 湖 译 同时 发 生 的 处 理 过 程 (cotranalationat processing), 
有 些 蛋 册 质 在 估 译 完毕 之 后 还 要 经 受 许多 基价 修 谢 ， 这 个 作用 称 为 翻译 后 处 理 (posttrans- 


lational processing), 


=. BRP R aR ee 


SUR ARE. SME Ae HE GRR ST BTA A RR 
PERS RTA 15~80 TARK N mi SS SK ERSE ST Ja EB k 
FASEB HE K4 15-~20 AHR. WER BT — A ARE A 
FTE CGE 7-8) AY UY a AK E AE BE BB oR, 在 信号 序列 之 后 的 一 段 氨基 酸 
残 基 也 能 形成 一 段 o- HABE. BABE o- Behe DFR PRT ERR SHEAR 
WHERE: (E 7-15), RPR Ye aR Pe PA MESH ae HER Jet REARS a E FF BK 
BESI AIRTEL IN A A » A — BRL Bea kk A ERT A 
HRA Be EAP oom Be DY Pd BT PE eT BE AIR 9 e EY fg Sk 
(signal peptidase) ig SFP 71 WB E A R A PE Oe JE a A eB YT 
AREARE HR. Sh BOREAS MEERA. 

翻译 超 膜 组 白 的 核 精 体 是 与 内江 结合 的 ,这 种 结合 至 少 部 分 地 由 新生 肽 链 所 介 导 ,还 需要 
其 他 信 么 烛 互 作用 现在 不 太 清楚 。 然 而 ;已 有 迹象 表明 ,在 细菌 细胞 内 的 情况 很 可 能 类 似 于 是 
F MPAG, 有 小 的 RNA-E 白手 复合 物 参 AT BET ATIR ERE a 控制 。 


三 、 BE MEG i, amet 
POPES Ey SIE SEAN ML TELAT MAST ZE 
mL 


7-8 UE SS es 


EAR AERA WARE SR BEA fd } 
ARRS.: 
mika Met Lys Lys Ser Law Val Len Lys Ala Ser Val Ala Val Ala Thr Lew Val Pro Mrt Leu So. 
FERREA Phe Ala} Ala Glu Gly 
wees iba Met Lya Lys Leu Leu Phe Ala Ik Pro Les Val Val Pro Phe Tyr 
DOERR Ser His Ser 1 Ala @lu Thr 
MRS: 
Met jays Gin Ser Thr Ile Ala Leu Ala Len Leu Pro Lou Leu Fhe 
TR AR BE 1 
Thr Pro Val Thr Lys Ala * Aig Thr Pro 
. Met Lys [ls Lys Thr Gly Ala Arg Ha Leu Ala Leu Ser Ala Leu Thr Tir Met Met Phe Ser 
L¥RYSEA l 
Als Ser Ala Leu Ala * Lys Ile Glu 
o Met Lys Ala Asn Ala Lys Thr Ile Ha Ala Gly Met Ile Ala Leu Ala Ile Ser His 
ARBEARA l 
Thr Ais Met Ala + Asp Asp Ile 
Met Ser Jle Gln His Phe Arg Val Ala Leu Ila Pro Phe Phe Ala Ala Pha Cys Leu Pro 
ARR l 
Val Phe Ala * His Pro Glu 
AREA: 
NEG Met Lys Ala Thr Lys Leu Val Leu Giy Ala Val Te Lou Gly Set Thr Lez Lew 
Ala Gly + Oya Ser Ser 
Met Met Ila Thr Let Arg Ly# Leu Pro Leu Ala Val Ala Val Ala Ala Gly Val Met Ser 
Alo Glu Ala Met Ala ! Val Asp Phe 
OmpA Met Lys Lys Thr Ala Ta Ala Ile Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala 
mp. 


Thr Val Ala Gln Ala ! Ala Pro Lys 
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会 成 的 蛋白 质 是 并 条 到 这 岗 胞 的 不 同 部 位 的 由? 这 首先 杰 取 快 于 蛋白 质 本 身 的 结构 ， 也 就 是 
它 是 否 具有 转运 的 信号。 如 时 没有 转送 信号 它 的 命 送 就 是 留 在 细胞 质 里 ; 侧 要 到 达 细 跑 其 他 
部 位 的 蛋白 质 必 须 有 转运 的 信号 。 定 位 于 不 同 部 位 的 蛋白 质 具 有 不 同 信号 对 于 核 内 蛋白 质 ， 
线 粒 体 内 蛋白 质 和 叶绿体 内 蛋白 质 的 转运 机 制 及 其 信号 还 不 甚 清楚 。 耐 较为 清楚 的 是 细胞 玫 
面 蛋白质、 分泌 蛋 白质 和 深 酶 体 蛋 白质 的 转运 途径 及 其 信号 。 下 看 我 们 仅 讨论 这 一 途径 。 
细胞 表 商 屋 和 白质 、 分 小 蛋白质 和 溶 酶 惊 蛋白 质 ( 三 者 有 时 统称 为 分 小 疏 和 白质) 都 具有 与 原 
炉 生物 越 膜 蛋白 相位 的 信号 了 驮 。 这 些 信号 肽 位 于 区 端 , 长 15 一 30 AAE RE KS} 
KAAM EREN 端的 几 个 氨基 酸 残 基 中 ， 总 是 有 带 正 了 电荷 的 豆 氨 酸 或 精 氨 酸 。 像 原核 生物 
WSK BERAAT SR RAY. Be ARE R TE TE 
号 识别 晰 粒 (signal recognition particle, 简称 SRE WAM TEAR HAMA. 
SRP 是 一 个 小 的 RNA- 蛋 白质 复合 体 ; 它 由 约 300 ARA 7 SL RNA 利 6 种 紧密 结 
合 的 蛋白 质 ( 分 子 量 从 9 KDa 到 7?2 了 Da) 所 组 成 (图 7-16), SRP 可 以 分 为 两 个 结构 域 ,一 个 
是 信号 识别 结构 域 ， 由 ?SL RNA 的 大 约 第 100 至 第 250 个 核 并 本 部 分 与 19 KDa, 54 KDa, 
58KDa 和 72 KDa 恒 白 质 所 构成 , 另 一 个 是 78L RNA 的 其 余部 分 (相当 于 AIu 序 列 , 见 第 十 一 
章 第 九 节 ) 与 9 KDa 和 14 KDa 蛋白 项 所 构成 , 其 功能 是 使 胸 链 的 延伸 暂停 , 因而 书 颌 延 仲 作 


用 制 动 结构 域 。 
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图 ?~16 SRP Ai aR, 


SRP HANERE TBE See A ASE KN HE RL. 这 一 作用 只 有 在 新 
生 上 肽 链 达 到 大 约 70 PRN A RE. AAR SU OB Rh TARP 
30~40 个 氨基 酸 仍然 处 于 核糖 体 内 。SERP 对 翻译 的 阻 断 是 暂时 的 , 当 它 碰 到 粗 夯 内 质 疯 膜 上 
的 72KDa 的 雹 蛋 自 (dooking Brotein) 时 ， 就 不 再 阻 耻 核 糖 体 的 翻译 。 这 时 ，SRP RI 
体 而 去 识 济 新 的 信号 序列 ;而 核糖 体 则 通过 信号 肽 与 粗 面 内 上 质 网 腊 相 迷 , 并 以 其 大 亚 基 与 腊 上 
的 核 精 体 受 体 蛋白 (ribophorin) MAA. SPEDE ARM ENE SRP 只 起 短暂 
BER, 但 它 在 细胞 质 内 的 浓度 很 离 ， 等 个 细胞 内 大 约 有 10* 个 拷 由 ,为 核糖 体 数 目的 十 分 之 


> 


BRP 作为 翻译 的 负 词 控 因 子 具有 非常 重要 的 生物 学 意义 。 谋 多 分 赔 蛋 白质 都 是 降解 本 类 
(HEA RENS IRAS EET A, 就 会 产生 巨大 的 灾难 。SRP 使 之 合成 暂 
停 ， 等 到 为 它 找到 安全 的 出 路 〈 越 膜 ) 后 再 让 核糖 体 继续 合 威 这 此 分 沙 鼻 白质 。 最 近 有 人 用 
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RNAaso Fei SRP, 得 到 一 个 大 的 亚 复合 体 + 具有 结合 核 久 和 体 并 能 促进 分 洲 的 能 力 。 但 这 个 亚 
复合 物 铅 少 使 及 链 合成 暂停 的 功能 。SRP 的 两 个 结构 域 与 7BL RNA 的 两 种 类 型 的 序列 几乎 
精确 地 相应 ,人们 还 不 知 其 中 的 奥妙 。 

SRP 及 其 受 体 ( 雹 蛋白) 在 引导 分 泌 盘 白 越 膜 (内 上 质 网 腹 ) 这 程 中 的 作用 示 于 图 7-17。 


图 7-17 SRP 和 SRP 受 体 不 引导 分 泌 蛋 白 越 膜 过程 中 的 作用 


圭 述 三 类 蛋白 质 进 入 内 质 网 后 ,在 肉质 河中 内 送行 肽 链 的 折 郑 ,并 进行 了 初步 的 糖 基 化 。 
然后 产生 转运 小 泡 , 依 次 进入 顺 曾 (cis) 高 尔 基 体 ， 中 加 高 尔 基 体 和 反面 (rans) 高 尔 鞍 栖 。 在 
反而 毅 次 基体 中 完成 精 基 化 过 程 并 进行 分 拣 (sorting)。 分 拒 系 统 所 识别 的 也 是 蛋 向 质 分 子 上 
的 信号 。 但 这 种 信号 不 是 蛋 髓 质 的 一 级 钻 构 ,而 是 其 空间 结构 的 某 一 区 域 ,这 种 信号 称 为 入 号 
补 杀 (signal patch) 。 不 富 而 了 喻 ,信号 补丁 上 的 氨 基 酸 残 革 在 一 级 结构 中 可 能 相距 很 远 。 进 入 
分 洲 贮 备 小 包 (secretory storage vesicles) 和 溶 诡 体 的 蛋白 质 具 有 这 种 信号 补丁 ; 而 进入 细 
胸膜 和 细胞 天 面 的 组 白质 可 能 不 需要 这 样 的 信号 ， 可 能 是 通过 一 种 移 为 “主流 机 制 ” Cull 
flow) 的 人选 径直 内 质 网 经 过 高 尔 基 复 合体 (由 上述 三 种 高 尔 基体 组 成 ) EE ae ee 
Y-18)。 这 一 主流 机 持 到 底 是 怎么 一 回 事 ? 其 动力 是 什么 ?9 现在 还 很 不 清楚 。 此 外 ,有 些 蛋 由 
质 需 要 治 贸 于 某 些 中 国 环 节 的 膜 内 ， 也 需要 信号 补丁 ， 当 然 各 种 膜 内 需 桔 的 信号 补丁 各 不 相 
同 。 

ESATA ae A RR ERR FRM A. 
们 在 70 年 代 初 根据 对 人 类 MN NEH (ghycophorin) HU BTSs AM T A RRR 
模型 。 根 据 这 一 模型 AT CK A. KE MR 
这 上 坚 蛋 白质 至 少 有 一 个 亲 水 区 。 代 济 物 的 穿 膜 运 输 , 信 号 的 传导 可 能 都 由 这 些 膜 蛋白 所 介 导 。. 
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图 7-19 GPI 错 的 结构 (a) GPI ARRA (OAOA bMS RM es 
中 己 聚 糙 的 可 能 连接 方式 ,图 中 符号 EIN 为 乙醇 胶 , PLC 和 PLD 分 别 为 磷脂 梅 C 和 梯队 
ED, GNH: 为 3- 氨基 葡萄 糖 。 其 他 生 物化 学 中 有 适用 符号 不 再 注释 。 
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然而 , 生 攻 体 系 是 被 为 复 热 的, 尾 何 的 简单 午 型 都 不 能 侣 无 二 站 的 祷 括 生物 的 是 一 结构 功能 有 系 
统 。80 年 代 中 斯, 人们 发 现 了 九 的 胸腺 细胞 和 神经 元 的 Thy-1 抗原 和 惟 虫 的 可 变 表 曾 糖 重音 
VSG) 并 不 是 通过 和 蛋白质 本 身 与 联结 含 的， 而 是 通过 一 各 非 蛋白 质 锚 错 定 于 有 的 表面 。 这 种 
SPAETH EET I CES NT). eS 
AB Te ADS ET" SAAT IRS TA OER TC R 15-~ 30 个 氮 基 酸 的 信号 序列 以 后 产生 的 
MMi fa SPL — BE He AE NU AES APA DE + HE Ak ER aE 
FEES RSM 7-19 BR, HERRA BERN ME (phosphatidylinositol, 简称 
PD, FRB AE oR Ze PS ae BU RR 
A- BEG UU (glycosyl-phosphatidylinositol, 简称 GPD, PERMA mR GPL Fe iy 
PLA AERIS > HARE RAG PR AR GPI 的 作用 不 单 是 将 这 
些 蛋白 质 固定 于 膜 的 表面 ,而且 可 能 是 信号 传导 系统 的 成 员 。 因 为 人 们 最 近 已 经 发 现 ,GPI 特 
SERENU DIAAN CRE HR BS PE TEI BS ak A Se 
研 是 细胞 内 一 对 重要 的 第 二 信使 。 关 于 这 方面 的 作用 机制， 大 们 业已 考 插 进行 深入 的 研究 。 


. HARES (posttranslational processing) 


上 面 我 们 主要 谈 了 与 翻译 同步 的 加 工 ， WBE SASSER Mi GPI MERE 
经 属于 翻译 后 处 理工 序 了 。 这 一 小 节 继 续 讲 解 其 它 的 盔 译 后 处 理 方式 。 
POMC 基因 mRNA 
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真 核 步 物 中 像 泛 尝 基 因 那 样 翻译 成 多 共 因 蛋白质 的 销 予 比较 少见 ， 但 是 另 一 种 “多 蛋白 
质 * 的 例子 倒是 很 多 ,处 一 种 基因 的 翻译 产 葛 攻 所 成 为 不 同 的 蛋白 质 或 肽 。 病 毒 蛋 白质 和 网 詹 
类 激素 的 翻 谋 后 加 工 很 昔 近 。 哺 乳 动 物 的 路 片 样 促 呈 皮质 激素 原 (proopiom elanocortin ,简称 
POMC) th th #h 2 28 19 it, HPOMCZE I aie» 原初 翻译 产物 为 32 KDa, 然后 经 过 复杂 的 加 工 
过 程 (图 7-30) ,类 似 于 胰 蛋 身 醇 的 蛋白 水 解 本 能 够 特异 住地 识别 并 殷 断 及 链 的 包 处 序列 ,在 脐 
T SHOT» POMC REIT BN By NW FET 0 端的 6- 促 脂 解 激素 。 然 后 江 - 端 片断 又 被 
TRB Ne TAH 39 KAR ER MGR AOTH) Miti T Eh i h TE 
SRC LE, S-AR REKA, E -rE (endorphin); AOTH 也 被 切 
PUE 13 BRAD EER (-melanotropin), MAH PNK A a MA ay he at 
ZERI RTE JA Re BE EA DRET PSS RE Hk Oet JE AT Le MIERO 。 

MEALA- RERE BR a AEREI TT Be 
FTI. Re ee I A, LIER RE NOR a-a AR 
5- 氮 壮 上 } 甲 基 化 发 生 在 oa, 8 AE, WSR I ORD oR EAE EL 
克 酸 化 主要 发 生 在 弘 氮 酸 的 适 基 上 以 及 苏 氨 酸 和 酝 氮 酸 的 卷 基 . 上 3 泛 素 化 发 生 在 -AE Re- 
氨基 上 ， 转 氨 枯 酸 作用 发 生 在 -~ 末端 的 w- AEE, ER ADP REE REAM 
的 丘 基 上 * 精 基 化 可 以 通过 N- 猪 苷 键 连接 于 天 门 冬 醚 外 的 酰 人 氨基 上 ,也 可 以 通过 OBE 
皖 了 于 丝氨酸 和 苏 氨 酸 的 产 基 于 以 及 产 头 氨 酸 和 辉 睛 氨 酸 的 产 东 上 , 也 可 以 通过 8- 寿 键 连接 于 
{PRM RE 。 以 上 每 种 类 型 的 修饰 作用 并 非 都 由 局 一 种 酶 傣 化 ， 例 如 o- 氨 基 的 甲 其 化 
与 co- 羧基 的 甲 基 化 是 完全 不 同 的 化 学 反应 类 型 ， 因而 催化 这 珊 逢 甲 基 化 作用 的 酶 也 不 相同 。 
蛋 自 质 的 各 种 获 价 修饰 作用 都 有 被 凑 重 要 的 生理 功能 。 本 书 限 子 篇 幅 ， 不 能 作 详细 的 介绍 。 


a E 

DNA 所 若 载 的 性 白质 信息 通过 转 孙 作用 生成 InRNA 只 完 成 了 基因 表达 的 一 部 分 ， 更 为 
复杂 的 一 部 分 就 是 翻译 过 程 ， 也 就 是 核 防 语言 转变 为 看 白质 诺 言 前 过 程 。 这 一 过 程 中 的 主要 
MEA SHAURRARNA SAG, S47 tRNA 和 核糖 体 。 由 于 它们 的 共同 作用 , AES 
R MRNA 其 提供 的 信息 相互 连接 上 成 为 多 肘 乌 。 

所 有 的 1RNA 分 子 玫 共有 相似 的 结构 ， 其 二 级 结构 为 三 叶 草 形 ， PARRAS R ia 
特 盟 ， 其 空间 结构 为 卫 更 。 许 多 保守 的 三 基 在 二 经 结 柳 中 并 未 形成 得 锥 而 是 参与 三 级 结 
总 键 的 形成 。 除 了 名 人 馆 之 外 ， 相 侣 碱 基 之 河 了 难 全力 也 是 维持 其 空间 结构 的 重要 因素 。DNA A 
MRNA 的 四 种 枉 基 共 纽 成 64 个 三 联 体 密码 子 ， 其 中 61 个 编码 常规 的 20 AAR, HRD 
个 为 蚊 甸 终止 密码 以 及 少数 兰 有 间 基 酸 的 密码 。 密 码 子 的 莘 并 拼 和 密码 子 与 反 密 码 子 配对 的 
省 摆 性 决定 了 携带 时 种 待定 间 基 臣 的 IERNA PRIRA, ARLAN tRNA 种 类 还 
RSE. APY RIRNA 类 同 是 抑制 tRNA GERAR AAD tRNA 由 同一 种 未 Bt 
基 -tRNA A ARLOA PRR., TA S tRNA HL, AMBR-CRNA SA HER 
NEED, AARIATE, WHAM RNA HRSA LH GS:U70, BAA 
tRNA HARAT. FSP HORA MSS BARE ae RNA SES Sx, RS 
BREAWEGMA ARM, 这 中 前 寅 码 予 ~ 反 密码 了 笠 作 用 强度 有 利于 翻译 的 迅 媚 进行。 从 
ARELVEER EFM AMA RAAT, RRA POT Ba, GR 
ADERARE DFA GEER ALA, 
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Kh ap RAY RTE RMR 708, B48 55 个 起 自 质 分 子 和 3 个 ?TRNA OT, HPAL 
基 有 34 个 过 自 质 和 2398 rRNA 及 56S3rRNA, PERA 21 HTS ARF IGScCRNA, MH hh 
HMHMOA SAREE THRE EU SPREE, PERMA ABU k E ee 
HULTASAS, AGL 物 的 篇 糖 体 则 更 为 复 秦 。 

在 原核 生物 中 ， 翻 译 的 起 始 小 及 到 起 巡 复 合 物 和 708 核糖 体 的 形成 。 这 个 过 程 需要 蒂 有 
8-D 序列 的 mRNA, = 442 ATs [Met-GRNA,, 30S 亚 基 和 509 BR, Hie a aS 
复合 协 并 不 是 在 起 始 密 码 也 处 形成 ;而 是 在 帆 子 结构 处 形成 , BG THs] AUG 处 与 698 E 
基 结 合成 为 808 核 栓 体 。 真 核 生 物 的 起 铬 因子 则 多 达 10 个 以 上 ,其 起 始 机 刺 亦 更 为 复杂 。 

仲 过程 则 包括 转 肪 与 肤 链 的 形成 , 转 位 以 及 Ts META EROS, MEQAL RE 多 
释放 是 在 核糖 体 ,终止 害 码 子 和 鬼 放 因子 共同 作用 之 下 完成 的 。 上 原核 生物 有 三 种 释放 因子 , 真 
KERA -AERP 

mRNA 的 结构 与 翻译 作用 密切 相关 。 除 了 ImRNA Liatina COR AE dok 8-D 

序列 和 真 核 生物 的 锣 子 结构 )， 起 始 密 码 子 和 终止 客 码 子 是 翻译 所 必需 之 让， 还 有 许多 外 构 特 

点 与 翻译 有 关 。 例 如 ， 原 核 生物 的 多 基 吏 mRNA 的 基 图 问 间 申 区 的 长 址 以 及 是 否 有 自己 的 
8D AP Ge DARE RB, FS ep A EER AUG GARE EAT, 
Of SHR bay RRA Sa ATE, RS OP LEM SRR ER BEM ES 
特异 的 酶 进行 翻译 后 处 理 。 

严格 说 来 ,翻译 的 完成 还 不 是 基因 表 这 的 完成 ,合成 的 肥 白 质 还 小 须 有 条 不 素 地 到 达 备 自 
的 岗位 。 这 就 是 细胞 内 蛋白 质 的 越 膜 和 运往 的 河 题 。 在 这 个 寺 程 中 * 信号 肽 序列 赵 重 要 的 作用 。 
喜 核 细胞 的 结构 要 比 原核 细 胸 复 堆 得 多 ,因而 越 膜 运 答 的 机 制 也 要 复杂 得 多 。 在 赵 膜 过程 中 ， 
有 时 还 有 共 翻 译 处 理 过 程 以 及 许多 复杂 的 翻译 后 处 理 过 程 。 
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第 八 章 原核 生物 基因 表达 的 调控 


第 一 节 WE R’ 


原核 生物 是 单 细 胞 生物 , 没有 核 膜 和 明显 的 核 结构 。 它 与 周围 环境 密切 相关 , 它 本 身 既 无 
足够 的 能 源 喀 备 ， 又 无 高 等 秆 物 那 种 制造 有 机 物 的 本 领 。 原 核 生物 在 长 期 进化 过 程 中 演化 出 
来 的 适应 性 和 高 度 的 应 变 能 力 ， 是 它们 赖 以 生存 繁 衡 的 根本 。 细 菌 的 生长 与 局 围 环 城 蹇 切 相 
关 , 它 们 放 须 不 断 调 节 各 种 不 岗 的 基因 的 表达 以 适应 营养 条 件 ( 如 吏 源 , ST OS A EA 
利 的 物理 化 学 因素 (如 高 温 ， 射 级 , 重金 属 , 烧 化 剂 等 )。 细 苗 必 须 能 迅速 合成 自身 需要 的 蛋白 
质 ( 酶 )、 核 稚 利 其 他 生物 大 分 子 , 而 同时 又 能 迅速 地 停止 合成 和 降解 那些 不 再 需要 的 成 分 。 原 
核 生 物 的 细胞 结构 以 及 基因 表达 的 调控 方式 都 是 与 这 些 要 求 相 适 应 的 。 著 使 是 最 简单 的 网 划 
林 , 其 中 星期 基因 和 蜡 期 基因 的 表达 也 是 严格 调控 的 ,否则 就 不 能 有 效 地 进行 其 生长 和 繁殖 。 
例如 隧 历 体 的 咨 苗 酵 基因 的 玫 达 就 是 严格 控制 的 ， RAK ART AR DNA 和 外 过 
BA AAR. BM, 噬菌体 就 不 能 产生 大 基 的 后 代 。 

原核 生物 与 真 核 生 物 一 祥 ， 其 基因 调控 主要 是 发 生 在 转录 水 平 上 。 共 中 的 道理 也 很 重 
音 。 任 何 一 系列 连锁 过 程 ， 控 制 其 第 一 步 是 最 有 效 的 和 最 经 济 的 。 原 核 生物 中 的 操纵 元 系统 
就 是 这 种 最 有 效 和 最 经 济 原则 的 体现 。 因 为 把 生物 活性 相关 的 基因 组 织 在 一 起 ， 就 不 必 乏 个 
地 进行 调控 ， 说 是 一 开 俱 开 ， 一 关 全 关 , 岗 时 还 保持 基因 产物 在 比 合 上 大 往 相 当 , 甚 殖 是 精确 
前 比例 (如 ERNA 基因 , 见 第 二 章 )。 转 录 水 平 的 调控 形式 除了 操纵 元 之 外 ， 还 有 其 他 各 种 形 
Sh, RMA ARI PI, A REO DNA 水 平 对 基因 表达 进行 调控 , 如 沙 
门 上 成 菌 的 可 变 过 程 ， 但 其 实质 是 以 基因 重 排 的 方式 控制 基因 的 转录 。 还 有 以 翻译 方式 来 控制 
基因 转录 的 ,如 色 氨 酸 操 纵 元 的 衰减 予 系统 。 

在 原核 生物 中 ， 也 有 不 少 控 制 翻译 过 程 的 调控 机 制 ,。RNA 噬菌体 mRNA 的 二 级 结构 对 
基因 表达 的 调控 , 大肠 杆 菌 外 膜 蛋白 合成 过 程 中 反 义 RNA WAREN, 1 噬菌体 整合 联合 成 
社 程 中 通过 影响 mRNA 的 稳定 性 而 进 符 的 调 裕 壬 ， 都 属于 这 一 范畴 。 

应 当 指出 , 转录 的 起 始 , 延伸 ,终止 和 抗 终止 过 程 及 翻译 的 起 始 , 延伸 和 终止 过 程 ， 每 一 步 
者 在 对 基 田 的 表达 实行 调控 。 然 而 ,我 们 已 将 其 中 不 少 内 容 放 在 第 六 意 和 第 七 章 虽 讲授 ,办 为 
这 些 因 容 昌 是 鲁 录 和 翻 详 过 程 的 基本 方面 。 


第 二 节 ERAN 


严格 说 来 ， 正 调控 应 该 称 为 正 控制 《Positive control); IR, MMR RA TE il 
(negative controD)。 正 控制 系统 和 负 控制 系统 是 按照 没有 调节 蛋白 质 存在 的 情况 下 操纵 元 
对 有 新 加 入 的 调节 蛋白 质 的 响应 情况 来 定义 的 。 在 没有 调节 和 蛋白质 存 在 村 基因 是 玫 迹 的 ,如 入 
这 种 调节 蛋白 后 基因 表达 活性 便 被 和 关闭。 这样 的 控制 系 缮 就 叫做 负 控 制 系统 。 负 控制 系统 中 
WTS HE EP BE (repressor) HAL, MRE AR TA Ee 
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HOGG 字 生 白质 后 基因 活性 就 被 开 崩 。 这 样 的 控制 系统 就 叫 般 正 控 揣 系 绕 。 正 控制 ae 
HAE R E A ie A EES RE a Capoinducer), RAIE FENA A: EE : 
因 转 录 产 生 RNA A GAGA RNA， 也 有 通过 影响 核糖 体 对 mRNA BTR AR 
面 控 侧 本 活性 的 。 这 里 所 说 的 “关闭 "并 不 是 绝对 的 ， 实 际 上 并 不 存在 使 一 个 操纵 元 彻底 关闭 
的 例子。 当 我 们 说 一 个 操纵 元 处 于 关闭 状态 ,意思 是 说 它 的 直达 很 低 ;但 是 总 还 残留 着 术 底 水 
平 的 基因 来 达 。 通 常 在 一 个 细胞 周期 中 ,这样 的 表达 具 能 产生 1~2 个 mRNA 分 子 。 甚 至 是 
所 请 开 骨 ,也 常 有 程度 的 差异 。 

页 控制 提 供 了 了 一 个 万 一 保安 机 制 , 即 万 一 调节 看 自 质 类 活 , 酶 系统 可 照样 合成 ， 具 不 过 有 
时 浪费 一 点 而 已 ， 而 决 不 会 使 细胞 因 缺 乏 该 酶 系统 而 造成 致命 的 后 果 。 因 此 我 们 容易 设想 这 
种 控制 系统 是 如 何 进化 的 。 超 初 ,这 种 酶 系统 的 表达 是 组 成 型 的 , 后 来 细胞 中 产生 一 种 干预 这 
种 表达 的 机 制 而 给 细胞 提供 了 选择 优势 ， 这 种 机 制 就 演化 成 现在 的 负 控 制 系统 。 南 对 于 正 擦 
制 系统 ,就 很 难 推演 其 进化 过 种 。 但 可 以 肯定 的 一 点 是 , 细 用 在 获得 任何 调控 机 制 之 前 就 应 该 
共有 使 这 些 基 因 玫 达 药 能 力 。 急 可 能 这 种 正 蓉 制 央 子 原来 是 用 作 基 因 表 达 的 常规 成 分 ， 而 后 
来 上 只 在 一 部 分 基因 的 卖 达 过 程 中 保留 下 来 作为 正 控制 因子 。 

根据 操纵 元 对 于 能 凋 节 它们 表达 的 小 分 子 的 应 答 反 应 的 性 质 ， 可 将 操 扒 元 分 为 可 诱导 的 
FRET inducible operon) 和 可 阻 过 的 操纵 元 (repressibple operon) 两 大 类 。 在 可 诱导 的 揉 
纵 元 中 ， 加 入 这 种 对 基因 表达 有 调节 作用 的 小 分 子 后 ， 刚 开户 基因 的 转录 活性 。 这 夭 作 用 下 
其 过 程 只 做 诱导 Gnduction), 产生 诱导 作用 的 小 分 子 物质 叫 租 诱导 物 Gadun, ÆR 
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过 的 操纵 元 中 , 剂 入 对 基 困 开 达 有 调节 作用 的 小 分 子 物 质 司 , 则 关闭 基因 的 转录 活性 。 这 种 作 
用 及 共 过 程 叫做 阴 歇 (repression)， 产 生 阻 温 作 用 的 小 分 子 物 质 叫 做 辅 阻 遇 物 (coreprossor)。 
可 诱导 操 织 元 处 十 转 妆 活动 状态 时 ,我 们 说 该 操纵 尘 已 被 请 导 (indaced)5 TY DRA RRMA TE Ab 
于 转录 活动 状态 儒 ,我 们 说 该 操纵 元 已 除 阻 遏 (derepressed) , 有 时 亦 称 被 诱导 (Induced)。 在 
MART MRR, KTR PAA ATT GS Caninducdble) » 其 些 条件 
MAET ELE RY EE AP RER RAS: , Wy AB KEG superroprossed), x} TAT HMA. 
TARO A EA AL 

FE EP ES a. A LG ES eS 
BEAT 8 BE A I, E 8-1 TORR. RE SEL 
fT RATE RI HT EWE IEH, 操纵 元 就 达到 了 诱导 状态 。 当 辅 肯 过 物 活 化 了 无 活 
PERE 〈( 有 时 亦 称 无 辅 基 阳 过 窒 白 ,aporepressor) 或 者 钝 化 了 无 躺 基 诱导 蛋白 ， 则 操 
级 元 进入 受阻 遏 状态 。 在 遗传 学 上 利用 调节 性 扬 基 因 的 突变 (产生 无 功能 的 蛋 自 质 ? 押 产生 的 
后 果 来 区 分 负 控制 系统 和 正 控 制 系统 。 阻 遇 蛋 白 的 撩 请 产 生 隐 焉 的 组 成 型 表达， 这 是 负 控 制 
系统 的 特征 } 无 轴 基 诱导 蛋白 的 失 活 导致 不 可 诱导 状态 或 超 阻 过 状态 ， 则 是 正 控制 系统 的 特 
征 。 


第 三 节 操纵 元 的 原 者 一 乳糖 操纵 元 "~ 


一 、 操 纵 元 模型 的 提出 


人 们 早 在 20 世纪 初 就 发 现 了 醇 母 细胞 中 酵 的 诱导 现象 , 即 分 钾 底 物 的 酶 只 有 在 风物 存在 
时 小 出 现 。 醚 的 可 诱导 性 在 细 汞 中 普遍 存在 , 人 们 对 大 肠 杆 万 的 酶 诱导 现象 研究 最 为 透彻 , 当 
FTA EECA SSE EN, SE ES DAT -PARTE 
BEE SLAY AD HE Be ARRA BOE FL AS PA, SE), A 
AA Ey HOF RS LIE, 在 2~3 SAE RA 8- 尘 乳糖 若 酶 ,很 快 可 以 达到 每 
个 细胞 5000 个 酶 分子 。 在 适合 的 条 件 下 ，B- 兴 乳糖 普 醋 有 轩 可 当 细 胞 蛋白 总 量 的 5~~10%%。 
如 旦 撤除 底 物 , 则 8- 半 乳糖 并 酶 的 合成 迅速 停止 ,就 像 当初 地 入 底 物 时 迅速 合成 一 样 。 

细 著 细胞 中 的 酶 有 的 可 以 被 诱导 ,有 的 则 可 以 被 班 进 。 例 如 E. cold 的 负责 色 氨 酸 售 成 的 
色 氨 酸 合成 酝 就 是 明显 的 例子 。 当 培养 基 中 没有 色 氮 酸 时 ,该 基因 表达 ;而 加 入 色 氮 酸 后 则 合 
成 迅速 停 下。 这 种 效应 就 叫做 洽 壹 效应 。 

由 上 可 见 ,细菌 一 方面 能 调节 它 分 解 底 物 的 能 力 , 芥 一 方面 又 能 调节 它 合成 菜 种 物质 的 能 
力 。 这 两 种 过 程 的 调节 首都 是 小 分 子 物质 。 如 果 某 种 物质 能 够 促使 细菌 产生 酶 来 分 解 它 ， 这 
Fy RE A EP Gnducer); 如 果 某 种 物质 能 够 阻止 细 苗 产生 合成 这 种 物 质 的 酶 ,这 种 物质 
RTE ALY (corepressor), 

对 于 2-78 RU. BRT AED ARR EARE GUL AES ~ 
LG ATB EL SEES, IE 8 DRE, 
HF Gsopropyl-@-D-thiogalactoside, fi# IPTG), IPTG ARAN ASR, MAAK 
被 分 解 , 因 而 被 称 为 安 因 诱导 物 (gratuitous inducer), HF IPTC 在 诱导 过 程 中 不 被 分 解 ， 
EMAAR ERAN AE, IPTG 的 结构 如 图 8-2 所 示 。 
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AEE, FUT SEER Ss, PUB 

糖 的 酶 除了 -FAREEZ UREA AE GE AIL 

CHOH OH, WM ESL SIPEEE MR POMS ZR ERT. Ei 

H 一-Ch。 A LARA ZAP ERRE AEB 

OH H SOLAR. KENEN, Y, A+ ae 

控制 ,转录 成 条 多 基因 前 mRNA, RGR BERLE 

PW DERELER. lae ZY A 的 转录 是 如 何 调控 的 妮 ? 法 

图 8-2 IPTG 的 分 子 国 分 子 生物 学 家 Jacob 和 Monod 等 人 分 离 了 火 量 的 lacZ Ht 

结构 系统 的 突变 体 ， 其 中 有 的 肉 变 体能 在 没有 诱导 物 存在 的 情况 下 

合成 Lac 酶 系统 。 这 就 是 我 们 在 第 五 章 中 所 讲 的 组 成 理 突 变 。 浊 传 学 分 析 证 明 ， 这 些 组 成 理 兴 

变 的 突变 位 点 集中 在 两 个 基因 ?位 点 上 ， 即 faoT 和 oo0。 这 阅 个 位 点 对 1ao374 调控 的 机 

制 是 什么 呢 ? Jacob 和 Monod 将 这 些 突 变 % 革 因 * 分 别 与 大 肠 杆菌 的 性 因子 即 TRER 

为 柜 因子 ,然后 将 这 些 了 因子 再 导入 大 肠 村 菌 细胞 中 ,就 产生 部 分 二 伴 体 (fartial diploid) 

E AARRE EAA, Bg Jaoob Fl Monod 以 及 其 他 入 的 部 分 实验 结果 这 列子 
# 8-1, 


H 


B81 Lii loc 党纪 元 部 分 二 倍 体 基因 表达 情况 


a tac BMRA ORR 
a Bl E} 四 a ARH, IRRIS 
1 © aed" OFZ {FF lack O82" a. 
2 HocT+ 082+ /F ged OZ+ e 
3 lacl*O+Z” {Flack OtZ+ i 
4 “acl OZF laet OT | I 
5 lacl*O'Z*/F tach! OZ I 
-Ot = +p0z- y+ ya 
8 la OZY / F eO Y yag 


定 岩 8-1 中 ,第 1 组 和 第 2 ARRAREN, Tac 对 于 ?460+ 来 说 为 显 性 ,而 第 工 组 和 
第 5 组 则 说 明 zae05 的 显 注 作用 只 有 在 它 和 lagt 处 于 同一 个 DNA 分 子 上 (其实 还 必须 在 特 
定位 置 ) 才 能 表现 出 来 。 这 就 说 明 7acO 的 作用 方式 汽 顺 式 作用 。 第 8 组 和 第 4 组 实验 说 明了 
Fool? 的 作用 方式 汐 反 式 作用 ， 即 通过 产生 可 扩散 的 物质 (RNA 或 看 白质 lool 产物 为 蛋白 
质 ) 来 发 生 作用 。 综 上 所 述 ， TacO 位 点 的 作用 为 顺 式 作用 ;而 lool 基因 的 作用 为 反 式 作用 。 # 
AREAN T SE RE st 
”除了 组 成 型 突变 体 以 外 还 有 另 一 类 突变 体 : PERLE STAR GE fea, Lao WRA ( 结 
PAREI, Jacoh Hi Monod HUE Fe 7M MW RS ye dae Sa AE 
是 如 gm 突变 ?对 野生 青 zoe7y BRAS BS BBE RTE Tao? He R PERRIER 
BCS et AMSA AR 6 。 
FED bk, Jacob 和 Monod F 1961 年 提出 TATE ARAR ALA 
和 构 基 加 与 一 个 油 忆 基因 和 一 个 操纵 位 点 组 成 一 个 操纵 单元 。 这 个 单元 称 为 操纵 元 (operon), 
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RRR ARBRE (operator), RATP AMARA mRNA 并 作为 模板 合成 
HS Rs WAP PE PEAR A Sea te ERs MR EE 
BERAE CE, ARES, RA GPIB Se OMG A), RE 
纵 位 点 结合 从 而 阻 程 了 结构 基因 转录 成 为 mRNA; 在 诱导 过 程 中 ， BP RENT 
anfirepressor) 通 过 与 阻 过 蛋白 相 结合 而 阳 焉 阻 过 蛋白 与 景 织 位 点 的 结合 。1964 年 ， 人们 发 
现 了 启动 子 。 因 此 户 动 子 也 就 成 为 操纵 元 的 一 个 碾 分 。 这样 ， 就 得 到 了 我 们 在 第 六 章 中 早已 
BREN TRA E. 


=. AMMAR 


Tan 操纵 元 的 基本 调控 洽 各 示 于 图 8-3, lacZ, Yasy laod ARRERA, WATEREN 
操作 也 (操纵 位 点 )* 启动 于 和 调节 基因 aT MAATA TRARA TR SRE 
于 结合 。 由 于 操作 子 与 局 动 子 有 一 定 程度 的 量 委 , 因此 妨碍 了 RNA 聚合 酶 在 -10 序 列 上 形成 


P 0 lacy lacà 


luci lacz 
A ENR ALE IIA s 


tt 


Bae a ie aR a Doe 


开放 性 局 到 子 寓 合 牺 。。 当 细胞 内 有 诱导 物 存 在 时 ， 诱 导 物 以 其 极 高 的 浓度 与 阻 遏 蛋白 迅 
速 结 合 , 从 而 改变 跟 遇 蛋白 的 构 象 ， 使 之 迅速 地 从 操作 子 上 解 离 下 来 。 这 样 。 RNA RAM 
能 与 启动 子 衬 国 结合 并 形成 开放 性 启动 子 揽 合 物 ， 从 价 开 始 转录 1aeZT4 结 拘 基因 。 这 种 通 
过 与 小 分 子 结合 面 进行 的 变 移 控制 在 基因 转录 的 调控 中 是 很 普遍 的 现象 。 关 于 Bee SORES 
的 变 构 机 制 将 在 下 一 小 节 中 讨论 。 

另外 有 几 个 同 题 还 需要 说 碍 一下。 首先 ,在 非 诱导 状 琳 下 汽 糖 操纵 元 (以 及 其 他 许多 操 级 
元 ) 存 在 着 本 底 组 成 型 合成 (background constitutive synthesis)。 这 是 因为 少 过 蛋白 对 于 
tacO 的 绪 合 并 非 是 经 久 不 变 药 。 而 是 有 一 个 10~20 分 钟 的 半衰期 。 虽 然 lzeO 处 于 游离 状态 
的 时 间 极 短 ， 但 有 时 RNA 来 合 酶 就 抓 住 这 一 时 视 进 行 一 次 转录 。 平 均 每 个 细胞 周期 有 一 个 
?ac mRNA 以 此 方式 产生 , 从 而 翻译 出 几 个 分 子 的 8- 半 思 糖 并 酶 。B- 半 马 狂 苷 透 性 酶 和 BE 
FL CRE. TEDL BRS Ee Ee AE, — EU A BES, 
PEM, MEENE A Si RR NE tt A EA A 
WREE, KK HMA RA EAIA LS EE SE A A 
MAA RE SPAS RR TRA RISE? 原来 ,乳糖 进入 细胞 后 由 6- 半 乳糖 苷 酶 
催化 , 变 为 别 乳 稠 (allolaotose)， 别 乳糖 是 一 种 较 强 的 诱导 物 。 这 一 转变 过 程 示 于 图 8-44 
胞 内 的 乳 糙 和 别 乳 糙 被 代谢 完毕 后 ， 阻 遂 蛋 白 又 可 以 结合 于 操作 子 ，?ec 操 级 元 的 结构 基因 又 
处 于 关闭 状态 。 


4 Lad 
KE 
HOH H oH 
a ò i 
HO H 
H 0 n 5 
OH H H +I ge Ae tie 
H HOH OH 
上 一 
H OH CHOH 
Aw 
RERE 


图 8-4 APARER et E 


=, RES Ser MOREA , 

L RTLS Mag EG SOG tS - 阻 遇 蛋白 的 分 子 量 为 88 KDa, A AL 
PLO, 每 个 细胞 中 食 有 有 5~10 a REA, 这 可 以 用 TPTG 结合 试验 测定 出 来 。 每 个 
亚 基 都 可 以 结合 一 个 分 子 的 BTO, Iet ee a RL, 一 个 细胞 周期 中 只 合成 1~2 
个 了 8c7 mRNA。 人 们 还 发 现 , lool 车 因 的 转录 是 组 成 型 的 ,不 受 任何 阻 澶 副 向 控制 ;而 只 受 和 
SRS ae. HT lI AITH RNA 来 合 隐 的 染 和 性 很 你, 因此 转录 水 平 也 很 低 。 
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目前 已 获得 ?ae7 的 骨 动 子 上 和 突变 体 ， 使 细胞 中 loc 了 过 蛋白 舍 量 剧 增 ， 有 时 能 达到 细 乃 乔 
BE Lo, FA REN, 而 少量 的 诱导 物 分 子 不 能 完全 中 和 它 ,因而 
这 些 突 变 体 的 Lac 酶 系统 是 难于 诱导 的 。 人 们 将 这 些 突变 体 的 细胞 破碎 ,然后 与 IPTG 结合 ， 
从 而 分 高 和 纯化 ?a6 BBE. 

人 们 最 和 用 硝酸 纤维 膜 鉴定 阻 遇 蛋白 与 DNA 的 结合 。 用 野生 型 的 DNA 片断 与 组 遇 蛋 由 
就 产生 能 结合 于 腊 的 复合 物 ， 并 能 分 离 出 这 些 与 阻 过 蛋白 结合 的 DNA 片断 。 这 种 结合 可 以 
为 IPTG 所 抑制 。 而 用 lacO' 突变 体 的 DNA 片断 ,出 不 能 与 了 过 和 看 向 相 结合 。 这 就 说 明了 和 乳 
糙 操 纵 元 模型 中 阳 盟 蛋 自 确实 是 与 操作 子 相 线 合 的 。 关 于 阻 过 蛋白 在 操作 子 上 的 结合 位 点 的 
分 析 , 其 方法 与 RNA 育 合 酶 结合 位 点 的 和 分析 方法 相同 ,这 里 就 不 再 重复 ( 见 第 六 章 )。 用 这 些 
方法 分 析出 的 阻 过 蛋白 保护 攻 域 为 26 bp( 一 5~+ 21)。 这 一 区 域 及 其 中 的 结合 位 点 示 于 图 


8-5, 
| 


TG EDNA Haco ACACA, 


Ac AACACAC oor CA rect ç CATT 


图 8-5 lae 操作 子 的 对 称 序列 。 阴 影 部 分 表示 反 向 重复 序 烈 ， 加 圈 的 

工 在 用 5- 演 尿 暗 眶 取代 后 可 与 阻 过 蛋白 闪 联 。 指 向 DNA 的 简 

头 表示 可 被 附带 天 白 保护 而 免 温 甲 基 化 的 固 基 ; HN DNA 的 

HARP T ORE. POKER 
阻 遇 蛋白 结合 位 点 的 DNA Feo aoe GS PR A, AIL 
为 对 称 轴 ; 每 边 为 两 贡 各 8 个 bp 的 对 称 序列 (TQTGTG 和 AATTOL), MA 8-5 可 以 看 出 ， 
党 近 对 称 办 的 一 对 反 向 重复 序列 在 与 星 遵 蛋白 结合 这 程 中 起 主要 作用 。 甲 基 化 试验 表明 , + 3 
~t1 KRUPINA R BA GD 可 被 阻 过 蛋白 保护 而 免 于 甲 基 化 ， AR. HTS 
65 lac 的 结合 面 提高 了 少数 嘿 叭 碱 基 对 围 基 化 的 敏感 程度 。 这 可 能 是 由 于 在 DNA- 阻 如 蛋 
白 的 复合 物 中 形成 了 一 个 增 水 的 口 斤 ,从 而 加 强 了 甲 基 化 作用 。 而 紫外 线 交 联 实验 表明 ,位 于 
+1~+28 之 间 的 绝 大 多 数 胸 腑 喀 啶 在 用 5- 溴 尿 喀 哇 取 代 后 都 能 与 阻 盟 蛋白 形成 变 联 ， 说 明 

这 些 江 都 与 阻 遇 蛋白 紧密 相连 ( 邦 图 8-5) 
根据 组 成 型 突变 体 突 变 位 点 的 分 析 , 从 + 5 到 417 这 一 狭小 的 范围 (13 bP) 内 的 核 普 酸 党 
列 更 为 重要 ,因为 现 已 发 现 的 组 成 型 突变 爹 部 集中 在 这 个 范围 内 ,其 中 有 8 he EER 
造成 zue 基因 的 组 成 型 表达 。 这 些 组 成 型 突变 位 点 ,大 部 分 位 于 对 称 轴 的 左 侧 , BA EA 
具有 保持 野生 型 结构 才能 与 阻 过 蛋白 定 同 结合 以 少 碍 了 NA RARE- 10 EAEE 
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会 ;而 有 者 序列 的 改变 虽然 影响 到 莉 过 蛋白 销 合 的 牢 辕 程度 ,但 由 于 左 倒 的 牢 因 结合 仍 能 有 效 
BAR RNA RARE 一 10 序列 附近 的 牢固 结合 。 实 际 上 , 左 侧 序 列 对 于 阻 过 蛋白 的 崇 和 性 
更 高 。 人 工 合成 的 仅 由 左 侦 序列 (-7~+10) 组 成 二 倍 旋转 对 的 操作 子 (34 bp 的 皮 向 重复 序 
列 ) 它 与 阻 巡 蛋白 的 这 和 人 性 比 天 然 的 乳 精 操 作 子 高 10 信 ， 这 主要 可 能 是 由 于 右 倒序 列 的 转变 
而 造成 的 。 ~ 

根据 对 RNA RAMA SRR APSA, KANER ARO A 
FHSWLAG., ATRAPERARA TAK, Bi A RRNA RA 
在 ~10 序 列 上 的 结合 。 然 页。 新近 的 研究 表明 , Lac HE SPR RNA 聚合 酶 的 结 
会: 而 可 能 是 阻 过 了 RNA 康 合 隋 - 启 动 于 复合 物 的 异 构 化 。 

2， 限 过 爱 白 上 与 操作 子 结合 的 位 点 ” 当 用 胰 蛋 白 酶 对 康 遇 蛋白 进行 切割 时 ,可 以 从 第 59 
和 第 60 氨基 酸 残 基 之 问 切断 。 从 第 60 ARRAREN O 末端 的 第 360 氨基 酸 称 为 “ 抗 胰 蛋 
卢 酶 核心 ”， 它 保留 了 形成 四 聚 体 以 及 与 诱导 物 结 合 的 能 力 ， 但 是 它 不 能 和 操作 于 结合 。 吊 共 
端的 第 1~~ 59 经 基 酸 残 基 组 成 的 片断 称 为 长 头 片断 Cong headpiece)， 长 头 片 轩 又 可 以 被 胰 
EAREN 91, 第 52 氨基 酸 残 基 之 间 切 断 。 端 51 个 氨基 酸 残 基 的 片断 则 称 为 得 头 片断 
(short headpiece)。 长 头 片断 和 短 头 片断 都 保留 与 操作 子 结合 的 能 力 ， 而 且 与 acg 的 接触 方 
AGE ER SERA NACH BO 个 氨基 酸 残 基 像 手 胥 一 漳 从 核心 片断 上 停 出 , 负 
SERIES I400 结合 。 阻 巡 和 蛋白 的 第 50 至 第 80 Se REND Ree Hy eI eek eS EO 
斯 (第 81~360 a ae PR IE) EREK, 

既然 头 部 片断 从 核心 片断 土 伸展 出 来 又 具有 结合 DNA 的 能 力 。 IORI RER DERE 
什么 ? 它们 如 何 与 DNA 结合 ? 一 种 模型 认为 ,四 个 亚 基 的 核心 片断 相互 接触 形成 四 到 体 , 而 
头 部 片断 成 对 结合 。 在 大 约 LISA 长 的 虹 狼 状 或 网 柱状 的 四 聚 体 分 子 的 两 端 各 有 一 对 头 部 片 
Wio MAK laO 结合 时 ,二 着 的 轴 心 以 15~20° 相交 。 四 生体 的 核心 部 分 结合 于 zae0 的 中 
心 区 域 , 而 两 对 头 部 片断 中 可 能 只 有 一 对 与 DNA 结合 。 另 一 种 模型 与 第 一 种 模型 大 体 相同 ， 
只 是 认为 医 过 蛋白 的 轴 心 与 DNA ibA. A, 也 只 能 有 一 对 头 部 片断 能 与 DNA 


结合 。 


3， 险 过 辟 白 与 要 作 于 的 解 离 ”诱导 物 进 入 细胞 以 后 ,是 直接 与 操作 也 上 的 阴 遇 下 自 福 结 
合 还 是 与 细胞 中 的 自由 四 聚 体 相 结合 从 而 打 疏 耳 结合 状态 四 到 体 与 髓 出 闪 聚 休 的 平衡 进而 估 
HM SUAS DNA 的 解 离 ? 前 一 种 可 以 称 为 直接 作用 ， 后 一 种 可 以 称 为 间接 作用 。 大 
基 证 所 表明， 这 种 作用 是 二 接 作用 而 不 是 加 接 作 用 。 首 先 ， 四 肉体 与 操作 子 结合 是 相当 稳定 
的 ,其 半 吕 期 大 约 为 数 十 分 钟 , 优 诱导 作用 却 要 快 得 多 。 其 次 ， 虽 然 绪 台 了 诱导 物 ( 如 IPTG) 
的 胆 交 蛋 自 与 jae0 的 这 和 力 很 低 , 但 人 们 通过 用 高 浓度 的 限 过 蛋白 -IPTG aes op et 
验 , 得 到 了 与 无 诱导 物 存 在 时 相同 的 甲 基 化 试验 结果 -( 肥 保护 的 DNA 夸 些 酸 序列 和 促进 甲 基 
化 的 破 基 位 点 ， 见 前 而 所 述 )。 用 对 操作 子 具 有 不 同 素 和 力 的 突变 阻 遏 耻 自 (结合 常数 相 芝 7 
个 数量 级 进行 补偿 试验 也 都 得 到 相应 的 结果 。 这 就 说 明 ， 阻 过 蛋 岂 四 聚 体 结 台 于 操作 子 时 ， 
诱导 物 是 能 够 与 之 结合 的 。 诱 导 物 结合 位 点 位 于 楼 心 片断 上 。 .结合 了 诱导 物 之 后 ,核心 片断 
发 第 变 构 ,这 一 作用 通过 镁 链 区 再 传导 到 头 部 片断 LRA RR, AT RA 
了 与 操作 子 的 结合 能 力 ( 下 降 约 1000 倍 ), 阻 这 蛋白 四 环 体 就 离开 了 操作 子 。 话 导 物 引 起 变 构 
的 假设 模式 示 于 图 8-6。 
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图 8-6 诱导 物 引起 的 变 构 作用 剖 渭 了 四 聚 侍 与 操作 子 的 全 部 结合 点 。 左 图 表示 头 部 片 
断 沿 着 DNA NRSR TRR GRAA a a | 超 的 变 构 改 变 了 头 部 片断 
和 赔 心 片断 之 间 的 角度 ， 从 而 使 四 案 体 不 再 与 操作 子 紧密 结 


的 亲和力 与 随机 的 DNA 序列 相 结合 的 能 力 。 因 此 ， 细 胞 内 并 不 存在 着 游离 的 阻 过 蛋白 四 至 
体 。 阻 过 蛋白 四 涌 体 与 操作 子 的 结合 常数 是 与 随机 序列 的 结合 常数 的 4x 108 展 。 虽 然 随机 序 
AMT HA RANA ARMAS i AERA SRT RSME EERE, 
ETARA RA 26bp, MARSA MA 4.2 x 109/26 = 1.6 x 10 个 非 
特异 锤 结合 位 点 ， 而 特异 的 绪 售 位 点 只 有 一 个 。 因 此 ， 在 没有 诱导 物 存 在 的 情况 于， 细胞 内 
一 个 阻 坎 蛋白 四 聚 体 结合 操作 子 的 机 率 仅 仅 是 结合 非特 异性 序列 的 机 率 的 35 4x 109/16 
x 10" = 25)。 因 此 ,任何 使 阻 遇 蛋 自 与 探 作 于 的 特异 性 亲和力 下 降 20~30 GAR AR BE A lac 
及 系统 的 合成 变 为 组 成 型 。 

在 无 诱导 物 存 在 时 ,细胞 内 有 一 个 阻 歇 各 自 四 又 体 结合 在 操作 子 上 ， 其 余 全 部 (或 绝 大 部 
和 分) 水 机 地 结合 在 其 他 DNA 序列 上 。 加 入 诱导 物 以 后 , 阻 过 看 白 因 变 构 作用 使 之 与 ac0 前 亲 
和 力 下 降 1000 倍 , 但 与 非特 异性 序列 的 亲和力 不 变 。 因 此 ,ioc0 土 的 阻 过 蛋白 四 聚 体 迅速 转 
BAMA DNA 序列 上 去 。 诱 导 物 被 代谢 完毕 后 。 一 个 阻 巡 蛋 自 四 聚 体 又 迅速 回 到 操作 -于 
上 。 这 一 过 程 不 大 可 能 是 沿 辩 DNA 滑动 > 而 亲 能 是 由 于 DNA MR, 而 使 某 一 部 位 上 的 
四 率 体 直接 注入 操作 子 上 的 特异 性 结合 位 点 。 

4. 影响 阳 珊 巳 自 与 后 作 子 相互 作用 的 突变 体 ”由 于 每 个 阻 过 蛋白 亚 基 都 具有 两 称 结 合 
位 点 ,一 种 是 与 DNA 结合 的 操作 于 位 点 ， 一 种 是 与 诱导 物 结合 的 诱导 物 位 点 。 诱 导 物 结合 于 
诱导 物 位 点 以 后 就 习 超 了 胃 过 蛋白 分 子 的 变 移 ， 失 去 与 操作 子 特 异 结合 的 能 力 。 因 此 对 生理 
的 zee RARER SN. 下 面 我们 要 讲 到 的 突变 体 的 表现 型 为 显 性 或 隐 伺 ， 均 是 对 于 野生 
型 机 言 的 , 即 在 部 分 二 伴 体 中 ,总 有 一 个 野生 型 基因 或 调控 位 点 。 

C1) a, 突变 位 点 分 布 在 核心 序 断 上 ,基因 产物 或 者 失去 歼 成 四 涌 体 的 能 力 ,或 者 
虽然 能 形成 四 育 体 但 不 能 与 操作 地 结合 。 该 突变 基因 对 于 玉生 型 来 说 为 隐 性 。 在 突变 的 单 倍 
EHH, Lac 酶 系统 的 表达 为 组 成 型 。 

(2) 必 突 变 体 ; 即 超 匡 进 突 变 体 ,突变 位 点 广泛 分 布 于 第 62 至 第 300 个 氨基 酸 殊 基 上 ， 特 
别 是 在 第 190 至 第 300 个 残 基 范 围 内 较为 集中 ,而 且 旦 现 间隔 为 约 26 个 残 基 的 周期 性 分 布 。 
这 类 突变 , 或 者 是 改变 了 户 导 物 结 合 位 点 ,使 用 歇 蛋 白 不 能 结合 诱导 物 ， 或 考 虽然 能 线 合 诱导 
物 但 不 能 产生 变 构 效应 ( 变 构 效应 在 传导 过 程 中 发 生 中 断 古 不 能 到 达 操作 子 结合 位 虚 )。 如 突 
变 对 野生 型 为 显 性 。 在 突变 的 单 倍 体 中 ;不 能 诱导 Lac 酶 系统 的 表达 。 

(3) 生 突 变 体 : 即 紧密 结合 突变 休 , 突变 位 点 分 布 在 前 5 个 罗 直 本 的 头 部 片断 中 ， WRA 
WUE SES AS ATT Se Lao 酶 系统 的 不 可 诱导 性 。 
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(4) REE RUPERT HL, SRPRREA PLEA Ae 


RHR 其 效应 与 一 般 前 全 Dee SR eae WD, TAPS a+ BE Bp a BP J By E 
49 tac0 结合 ， 


rn 上 有 87.5% 的 机 率 )， 则 大 约 有 40% ARRET 
ARARE. GR Lac 酶 系统 襄 表 现 为 组 成 型 合成 。 其 余 698 BY SB ar 
1 聚 体 妥 现 出 于 此 型 四 来 体 的 行为 。 

(8) O° 突变 体 ( 见 图 8-5) 

BLE mW, i, 说 等 突变 体 中 突变 位 点 的 分 布 状况 未 于 图 8-7。 各 种 窒 安 体 对 于 双生 以 的 
关系 ( 隐 性 或 显 性 ) 以 及 对 于 Lao 酶 系统 表达 的 影响 列 于 表 8-2 


四 i _ 
Ba BO. 75 100 125 150 #75 200 25 250 2b 300 325 350 


图 8-7 KMI Ral ERRERA 


8-2 影响 阻 况 蛋白 与 换 作 子 相互 作用 的 突变 体 及 其 效应 


| 项 式 / 反 式 ET | Lao RUS 
| ROA | | masm O 
| ROR 隐 t | 组 成 型 
aasa - a oE | mam 
| R š | 8 B DEEST 
| raat af aR a 
\ Bat 10m 六 性 组 成 到 
“Teo ar 性 BETE 
APTO O 5 R | u E aen E 


DO, BHP CAE ee 


KT cAMP-OAP H FARRA Ten EE RL, REA) BAUS TE 
HERA, ANE RAR E MAE LRA I a BA LE FS 
变 体 , 一 类 位 于 编码 CAP 的 eapCerp) 基因 上 ， 另 一 类 位 于 编码 合成 AMP 的 腺 背 酸 环 化 酶 
(adenylate cyclase) 基 因 eye 上 。 细 胸中 OAP 的 合成 荐 组 成 型 的 ,因而 也 是 相对 再 定 的 。 这 
P, 具有 正 调 入 能 力 的 cAMP-OAP 复合 物 主要 到 决 于 CAMP HAE. KORE TA 
BRE. HA T E SARRAR RERE E a AAE 
AVR EAL ARATE, CAMP-CAP ACQUIRER IE PAR, ERRE 
HSA E EMN TT AS RR RPA A KR, SR I, 
PEA IE NGS ALIS o ZEB HEA, Hy ET Hy A O e 

CAP WORKER, TESS iy 22.8 KDa, HH AVE LAA Re MEUA 
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VGTGA, 在 乳 烙 操 维 元 中 为 对 称 序 列 ， 但 大 多 数 为 非 对 称 岸 列 。 这 可 能 反映 了 oAMP-OAP 
系统 对 不 同 的 探 纵 元 有 不 同 程度 的 控制 。 不 同 的 操纵 元 中 GAP 位 点 与 转录 起 始点 的 距 册 相 
让 很 大 ,在 乳 糙 操纵 元 中 位 于 -~ 72 一 -~ 525 平 乳 精 操纵 元 中 一 76~ -475 阿拉 伯 糖 操纵 元 中 为 
-107 一 ~ 了 78。 人 们 发 更， 缺乏 ~ 35 序列 的 操纵 元 对 CAMP-OAP AIMEE KK, KE 
cAMP-OAP 的 所 纵 元 都 没有 很 好 的 ~ 35 序列, 有 的 其 至 还 没有 好 的 -10 序列。 因此 cAMP. 
-OAP 与 其 结合 位 点 的 相 豆 作用 , RNA 聚合 酶 与 ~ 35 序 列 的 相 写 作用 ,二 者 是 相关 的 ， 痢 县 
有 有 锅 进 转 孙 赵 始 的 作用 。 促 进 续 录 的 可 能 机 制 是 促进 DNA 的 解 链 ， 使 开放 性 启动 也 复合 物 
能 够 形成 。 不 但 减少 ~ 10 序列 中 GO 对 的 突变 能 够 隆 低 转 洒 超 冶 对 CAMP-OAP 系统 的 依 
HEREA) ME DNA 拓扑 异 构 酶 1 能 减少 负 超 螺旋 ) 的 突变 也 能 降低 对 c AMP-GAP 
系统 的 优 奈 。 当 然 这 也 并 不 排斥 oAMP-OAP 复合 物 以 某 种 方式 促进 RNA RAS HIT 
结合 的 可 能 性 ( 见 第 十 章 )。 


第 站 节操 维 元 的 其 他 调控 形式 seeva 


一 、 旧 少 双 启动 子 的 半 乳 糖 操纵 元 
灶 乳 猪 也 是 被 细 蓝 用 作 碳 源 的 一 个 糙 类 。 细 胞 代谢 半 乃 精 , ES, BPEL. 


SAREE FABRE. EMMA BS TF 


apg ATP SEES wy oy a 1g + ADP + H+ 


LAP LB + UDPGle EES. opel + Has FER 


UDPGal THOR REE PGI 以 上 三 个 及 应 式 的 总 反应 是 ， 

A+ ATP 一 > 帘 萄 精 1p + ADP + tt 
上 述 反应 式 中 UDPG 为 尿 昔 二 磷酸 葡萄 糖 , UDPGal SRAM AE, 上述 三 个 
酶 的 基因 即 galk, gall, gale 组 成 半 乳 鱼 操 纵 元 的 主体 部 分 ,而 编码 阻 过 蛋白 的 基因 galR 
基 硼 距 很 远 ， 这 是 gal 操纵 学 与 fac 操纵 元 显著 的 差异 (图 8-8)。 实际 上 并 没有 理由 期 待 
WATERERS, AA ATP eR. PES LAB Y 
基因 有 的 离 操作 子 很 过， 有 的 则 很 过。 ELA EE AFATA la PR AE 
+, gal RO 和 gal O° 都 造成 Gal 酶 系统 的 组 成 型 表达 。gal 操 织 元 杀 控 制 系统 的 诱导 物 居 半 

屯 精 而 不 是 共 代 谢 产 物 。 ESSE RON RRR TORRE I 


. AN HBE 
(Gal menem Gal-1-P UDP-Gal + Giu-1-P 
EF ie 
upp. 
Gle 
mw 一 一 = = kerea na eea = a a a “一 -一 
gaik galT gale p'o “ gaia 
er 
. gal mRNA 


Ee Bawa te RA H 
ale 


TUE LE ARELBARRRS, MIMS. SHAE, ESS 
TERENAS, 然而 实际 上 当 RAREN, ade BSED TRS (虽然 水 MBEE 


geld 位 点 , 称 为 ya70: (原来 ~ COA gold 称 为 947Oz)。9gal0s 4g galO, 相 耻 90bp 以 上 。 
galO, 的 作用 机 制 也 不 清楚 。 gol, 的 存在 能 够 加 强 gol0s 对 于 转录 的 阻 遏 作用 。 这 可 能 是 
通过 两 个 操作 子 之 间 的 DNA BSS, WRASSE EATE, 当 
gal 阻 过 蛋白 存在 时 ( 即 缺 乏 尘 乳 净 时 )， 从 P2 常 可 以 超 给 转录 ,但 产生 20bp 左右 的 mRNA 便 
停止 转录 ,这 可 能 与 gal01 与 gale WHE ERX 

为 什么 gal 操纵 元 过 要 例 个 启动 子 呢 ? 这 与 半 她 糖 在 分 租 代 谢 和 合成 代谢 中 的 双 量 作用 
有 关 。 一 方面 半 乳 贸 可 以 作为 细 获 的 左 源 ,而 另 一 方面 ,UDPGal 是 合成 细 苦 细胞 不 的 一 个 重 
要 前 体 。 泊 外 源 半 乳糖 时 ， 细 泌 必须 将 自己 的 UDPGle 在 半 乳 糖 表 蜡 构 酶 的 作用 下 转变 过 
UDPGHal， 而 这 个 酶 正 是 gal 玉 所 编码 的 。 因 而 细菌 必 须 世 做 水 平 不 断 地 合成 QalE 才能 维持 
其 生长 。 这 种 本 底 给 成 型 的 转录 是 由 gazP2 所 启动 的 , ERARA REFE. ERN 
设想 一 下 ,如 果 只 有 gabP1 存 在 , 当 有 礁 萄 贸 时 就 不 能 合成 Gall 不 } MARRA galP2 存在 ， 
在 没有 葡萄 儿 的 情况 下 ,细菌 也 不 能 利用 半 乳 补 ， 因 为 肠 不 能 高 水 平地 合成 Gal WRA E 
少 galP1), 又 因为 cAMP-OAP Wi T golh2, HATA Gal 酶 系统 也 是 不 可 能 的 ,因此 ， 
有 了 双 启 动 于 , 既 能 满足 经 常 的 低 水 夷 的 需要 ,又 能 满足 临时 的 大 量 需 要 。 


二 、 阿 拉 信 狠 操 纵 元 :具有 汉 重 功能 ( 正 控制 和 负 控 制 ) 的 调节 看 白质 


疝 拉 怕 糖 是 一 个 可 以 用 作 碳 尖 的 五 磋 糖 。 寡 与 阿拉 人 怕 糖 代谢 的 椅 基 因 分 为 三 个 操纵 元 ,一 
个 是 araB4D, 一 个 是 gra 召 , 另 一 个 是 araFG， 册 一 个 共同 的 arad 基因 产物 进行 调控 。 这 
种 由 一 个 调节 基因 控制 几 个 操纵 元 的 系统 ， 称 为 调控 元 (regulon)。ara 思 和 araFG HH) 
膜 结合 蛋白 ， 与 阿拉 柏 糖 结合 和 转运 有 关 ， 下 文 就 不 再 讨论 。 而 raBAD 分 别 编码 LR 
激酶 , 三- 阿拉 伯 精 异 梅 酶 和 A-5- -ERAN aroBAD 的 基因 组 成 和 它们 所 
篇 码 的 随 所 俱 化 的 反应 示 于 图 8-11。 > 


La A ICIN -A D The B 
. SE oo DNA 
CAP +cAMP or À } 、 
z —_ 
cA f 
CEA- 
(Hig (A RS 
. 
Attias 


图 8-11 KER wreB4D MBL OE 5 
产物 所 催化 网 友 应 及 其 基因 组成 
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ara? 与 areB4D 的 转录 方 半 相 反 ,因此 它们 都 有 各 自 的 启动 子 (araP? 和 araPB+?), 

araC 基因 产物 对 araB4DD 具有 正 调 控 作 用 。 其 遗传 学 证 据 如 下 ， 

《1) 所 有 的 点 突变 和 忽 失 突变 (arcO-) 都 造成 arcB4D 的 不 可 诱导 性 。 但 是 不 是 arad 
产物 为 474BAD 的 阻 进 蛋白 ,而 AraC" 失去 了 结合 诱导 物 的 能 力 ? 部 果 确 是 如 此 ， 则 arao 
对 arat 应 该 是 显 性 的 。 然 而 回答 是 否定 的 ,下 一 个 实验 则 说 明 这 个 问题 。 

(2) FaraCt /araC~ 这 样 的 部 分 二 借 体 则 表 钢 出 完全 的 可 诱导 性 。 这 就 说 明 araC" 对 
于 graOt+ 为 隐 性 。 但 areO 是 天 可 能 是 araBAD 启动 子 的 一 部 分 呢 ? 下 一 个 实验 也 和 否定 了 这 
种 可 能 性 。 

(3) FrareCtarad-fara0-~4+ 则 表现 出 完全 可 诱导 性 。 这 就 说 明 araC 不 是 顺 式 作用 成 
淮 , 而 是 编码 可 扩散 的 反 式 作用 因 闻 。 下 一 个 实验 则 证 明了 这 个 因子 是 一 种 重 帕 质 。 

(4) 在 area0- 突变 中 ,有 些 为 Amber 突变 ,因此 该 基因 产物 为 蛋白 质 。 现 已 分 离 出 该 蛋 
FUR, AraC 是 araB4D mRNA 合成 所 不 可 缺少 前 正 调 控 因 子 。 

原 米 Ara0 蛋 白质 具有 两 种 形式 ,一 种 是 在 没有 阿拉 伯 精 存在 时 ,AraC 表 现 为 对 araB4D 
和 araC 的 阻 过 作用 。 这 种 形式 的 AraC 称 为 O 只 。 当 有 阿拉 伯 糖 存在 时 ， AraC 使 与 阿拉 从 
糖 结合 ,表现 为 对 araBAD 的 诱导 作用 。 这 种 结合 了 阿拉 伯 精 的 Arad 称 为 Cs。 然而 CO” 也 
可 以 对 are? 产生 阻 过 作用 。 

最 初 ,人 们 只 发 现 了 一 个 47608 位 点 ， 位 于 -110 一 一 140 之 间 ， 此 处 正 是 araC 基因 的 
RERE HERRA Arag 在 这 个 操作 子 土 的 结合 有 效 地 阻 事 了 areC ey e 
录 。 而 这 种 结合 对 于 araB4D 转录 只 表现 出 轻微 的 阻 歇 作用。 最 还 ， Bchleif 等 人 发 现 了 另 
一 个 are0 位 点 ,位 于 ~ 280 附近 (~ 265~ ~= 294)* 即 在 基因 oraC 的 前 导 序列 中 (这 自序 列 是 
FRE ARM). RPMS aredi, ENF oroBAD HARARE PARP. Æ 
araQ, 与 oraB4D Hart 2 LR AUR) ~ 16, ~8, 0, 5, 11, 15, 24, 31 个 bp, 结果 只 
有 小 11, 31bp 三 种 插入 突变 基本 不 影响 对 araBAD ROTM, KRABI 
THARE. PERR A 11bp 和 31bp 均 为 整数 螺旋 图 数 ， 不 改变 araOs LMA 

与 其 相互 作用 的 蛋白 质 在 DNA 双 混 旋 侧 面 上 上 的 位 置 关系 。 这 就 吉明 AraC 与 sreOs 结合 
BR Te BOR RY, -5 areBAD AT LARA E A (OAP, AraC, RNA RARD 
HEE RAT ARO. Huw, ~A Aral SRAM ES F oraO, 和 aral 而 实现 
TH araBAD WE. SRA cAMP-CAP 时 ， 即 使 有 阿拉 伯 藉 存在 ， 也 不 能 诱导 aroBAD 
的 转 永 。 

cAMP-CAP 也 是 oreB4DD 和 araC 表达 所 必需 的 。 因 此 ercB4D 的 表达 需要 两 个 正 调 
控 因 子 ， 一 个 是 DC ， 另 一 个 戟 是 scAMP-OAP。 当 有 葡萄 糖 存在 时 ， 即 没有 cAME-OAP， 
zra0 也 能 够 以 很 低 的 本 底 水 平 表达 ， 但 很 快 就 会 被 C STB. CRN TE FA BRS BB 
(autogenous regulation), Or? (或 O9) 对 araC 的 阻 过 作用 是 由 于 Grey (C4) 作用 于 
arqO®(~14d~ -106)， 而 araO® 与 araP° HE HAR, a O'R Ona) 的 结合 妨碍 了 RNA 
聚合 酶 的 缚 合 。 而 Oo 对 于 araB4D 的 激 沽 是 由 于 Ow 结合 子 draT(-78 一 -40)。 这 一 位 
BP RNA 来 合 酶 结合 位 点 紧密 站 连 ， 而 上 游 方 向 与 cMP-CGAP 位 点 《一 107 一 
~ TERE. 4 oAMP-CAP 结合 上 米 以 后 ,可 同时 激活 wreB4D fl araQ, 24 arad Rak 
Aas Mh CAF orade, MERGE T era 的 表达 。 洁 有 足够 量 的 araB AD MRE 
Pose RW, O wi i se, 这 拌 wreB4 刀 则 被 关闭 。 图 8-12 就 是 ara 操纵 元 调控 机 制 的 
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AE 1 "阿拉 折 糖 操纵 元 的 调控 位 点 


CRABS iA 


ee > 
CmRNA CAPRERA BA Dm RNA 
148nt 
Ce) LAL GR PRG EA BET 
2120, 


2r4308 


tty 


aa 
ay 
aaO; 
BADmRNA 
CO kae 
aa” o 2 
RNA ESN. (CH A +a iit CAP tcAMP 


图 8-12 Eon P(A RAS 
(a) AMAR COIS AL, Cb) SIRE Al, C1) ey CHAR. A2 F RADAR 
Wy (2) EA OR ABA cAMP SR ihe, HOW, HAGA, AAT BAD ERB, AHF OR 
SAB, 2) RW CRAPEAMPSERAAMORREM, 启动 子 BAD 才 被 激活 ， 启 动 子 CORRE, 
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He. 

aroP AD Wyk DAE Om fi oAMP-OAP RAPHE FRETS. RATE RN, 
-35 序列 的 突变 (eraTc) 可 使 areBd 刀 在 无 Ga 时 表达 ! 而 ~ 10 序列 的 突 恋 Cora KX) 则 可 
合 这 些 莽 因 在 无 cAMP-CAP 时 表达 。~ 35 序列 和 ~ 10 序列 都 位 于 RNA 聚合 酶 结合 区 域 
{araPBary, 说 明 Cs f cAMP-CAP 3j F araB4D 转 尝 的 激活 作用 在 于 促进 RNA RAM 
与 raB4D 的 结合 并 形成 开放 性 启动 子 复合 物 。 最 近 的 斌 究 表明 , AraC 是 以 二 请 体形 式 与 
eral 作用 的 ， 它 与 以 后 要 讲 的 和 阻 遏 蛋白 不 同 ， 这 种 二 聚 体能 作用 于 相 埋 的 三 个 大 沟 。 它 与 
RNA RAMAN BERRA PEI, CAMP-CAP 的 作用 机 制 机 能 与 它 在 如 ec 操纵 元 中 
的 作用 初 制 相似 。 


E, CAREAT: TAARE 


以 上 所 讲 的 lacs gal, ara 三 种 操纵 元 都 是 可 诱导 的 系统 ,它们 负责 茶 一 党 养 基质 的 分 解 。 
讲 它 们 的 诱导 物 就 是 需要 分 解 的 底 物 或 其 变 构 形式 。 细 菌 中 还 有 负责 某 些 物 质 合 成 的 操纵 元 。 
比如 负责 氨基 酸 售 成 的 操纵 元 。 在 没有 外 源 氨 基 酸 时 ,这 类 操纵 元 表达 ,使 细胞 内 有 是 够 的 氨 
基 酸 以 进行 恒 白 质 合成 。 邵 果 有 外 源 粤 基 酸 在 在 , 划 细 菌 就 不 必 自 己 合成 ,这 类 操纵 元 就 受到 
阻 遏 这 类 可 以 被 最 终 全 成 产物 所 阻 过 的 操纵 元 就 叫做 可 阻 遏 操纵 元 (zepzessible operons), 
CREA TORE TT RRA. 

rp 独 纵 元 的 基因 组 成 示 于 图 8-13, EPR. oE ep 4 NaS BO E 
PRAM (anthranilate synthetase) 两 个 亚 基 ,各 为 69KDas trpC SSE A RS 
Ri (indoleglycerol-phosphate synthetase), 分 子 量 为 45KDayt7pB Al pass WR EAR 
合成 酶 的 B 亚 基 (50KDa) 和 aa 亚 基 (29KDa) ee tr20 与 好 p 也 之 间 有 一 段 162bPp 的 前 导 序 列 可 
DUPRE] mRNA Hh, W irpA 基因 下 游 方向 36bp 处 于 一 个 不 依赖 二 p PAS t, Ze t 
的 下 游 350bp 处 还 有 一 个 信赖 于 p 因子 的 终止 也 e 与 杂 2O 铸 合 的 阻 过 蛋白 由 相片 其 远 的 
rpR 编码 。 


Coon on on 


i 
WOR ~ SH- CH = CH; 
00H Coon x 2 全 
D Oa pt 
“WHO: < Yo tO} 


tn bn-01,0@ 


bry= coon Gion i 


sao TPorsspeT anuma Thor Te +h AKM 
| aneeee! #aae 
wee SR -~ 
SEERINEED erx 
Beara PER aen 
A ajeti 
€0,002- 60,000 a 48.008 40.060 一 29020 EB 
tp 上 tph toc më- PaA 了 
Rosaootpooonkinaenattiialoon ACR AI IRA ou 
` -150 aly ' l- =- - 
1 a tñ 26 © 1383 aù no. La) ny % aso ; 


E e- 13 JEEE P A EA EAR R SA IP IOR RENE 
P: BF: Os RET: La 前 局 序列 a: RRF: tt :终止 子 。 括 号 内 数字 表示 基因 半 距 离 ( 孤 基 对 )， 
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色 质 酸 合 成 酶 系统 前 活性 和 了 酶 的 合成 都 受 色 氨 酸 的 控制 。 一 方面 ， 色 氨 酸 对 已 有 的 隆起 
反锁 独 制 feedback Inhibition), TT, BARIA HENE BE I EH OE 
i (irph AP) AMS BREF tr20 E, Ei trp 操纵 元 的 转录 (图 8-14), 


trpR trpP trp0trpEtrpD trpC trpB trpal 


Rv 


ESAS NS ANN ANVON OAN Na NNT AN aa Gana an n aen a 


1 
CD sama» 
| 


六 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 -人 一 He aman Cot 


图 8-14 色 氨 酸 操纵 元 的 可 阻 过 调控 系统 


wpR 编码 12.5KDa MRLE E EEE, 在 细胞 内 以 四 聚 钵 的 形式 越 作用 。 每 个 细胞 内 约 丰 
20 个 这 样 的 四 聚 体 。 单 独 的 四 聚 体 不 能 和 nro 结合 ， 只 有 人 先 结合 了 色 氨 酸 分 子 后 改变 了 四 
聚 体 的 分 子 构象 才能 与 杂 2pO 结合 。 

trpP 位 对 — 40 a] +18 这 个 范围 , 而 好 DO We PF pP 内 (~ 21~ + DR Bot 
的 20bp 的 反 向 重复 序列 。 因 此 ，, BMY trp hR ANKARET BNA RAR 
合 。 好 PP 有 正常 的 ~10 序列 和 一 35 序 列 , 面 ~ 10 序列 完全 在 妇 pO 之 内 。 扩 PP 和 如 pO 的 
WALRUS TA 8-15, 


wie A a0 “Te + Fo 4 w 


— T ERT” 
TGGCAAATAT TCTGAAATCACCTGI TGACAATT: CL GAACTAGTT AACT AGTACGCAAGTTCACGTAAAAA 
ACCGTETATAAG ACTTIACTOS ACAACTOT IAN GLUTTSATCAA TI GATCATGCRT FCAAGTGCATTTIT? 


3 ent -10 


图 8-15 tp POMERANIA .. 
7297 


SE BAP ae 


WA ets OR FR RO A LT. MERARI AEB ANE BP T 
ERS, DAAKALRN EMR. EON. T 
因 直 达 的 时 序 调 控 ,使 得 生物 能 够 有 效 地 利用 能 源 ,避免 浪费 ， 问 时 也 浴 免 了 茶 些 基因 在 不 适 
当时 机 表达 可 能 带 来 的 危害 。 

基因 表达 的 时 岸 调 控 ， 次 多 是 通过 一 种 或 几 种 蛋 自 质 因子 与 RNA 来 合 杉 相互 作用 而 实 
现 的。 这 些 蛋 自 质 因子 , 有 的 赵 代 原来 的 o 亚 基 以 协助 核心 本 识别 特定 的 廊 动 子 。 刘 村 草 本 
BURRE SPOT 的 里、 中 , 晚 三 个 阶段 基因 表达 过 程 中 的 = EERE RAH BC SP 
过 程 中 的 o TERR Re eT A a BD aK AY RN AE SE 
时 更 换 o 亚 基 ,如 TAREHE T AR ek. RIE o TAR AIA eo MEAT E hi 
手段 ,有 的 干脆 使 原 有 的 RNA RST MRNA EA Me, tn T7 Set Al 
转录 的 调控 (利用 这 种 机 制 的 也 只 可 能 是 唆 菌 体 )。 有 的 蛋白 质 因子 影响 到 RNA ROS 
录 终 止 子 的 作用 ,从 前 控制 不 同济 段 基因 的 表达 ,如 入 噬菌体 的 抗 终止 因子 ( 见 第 六 章 )。 而 》 噬 
Wiki) Ol BAM CH 蛋白 对 于 从 Pa 转录 cl 基因 和 从 Pi 转录 整合 酶 基因 的 促进 作用 又 
是 以 一 种 正 调控 因子 的 身份 协助 BRNA 聚合 酶 对 于 这 两 个 启动 子 的 识别 。 


一 、 枯 草 杯 菌 中 o HERS 


1. EH EAN SPOL PLY BREA ABH BPO1I 为 一 种 烈性 噬 苗 体 , 其 生活 
叶 可 以 分 为 早 ,中 , 晚 三 个 时 期 。 在 侵 染 后 ,早期 基因 立即 被 转录 。 执 行 这 个 任务 的 酶 是 寄主 的 
RNA 诊 台 栈 侈 醚 aBB'o55。 与 此 相应 的 是 早期 基因 的 启动 子 的 10 序列 和 一 35 序 旗 与 寄主 
的 一 致 序列 很 梢 似 。 在 促 永 45 分钟 后 ,早期 基因 停止 表达 而 开始 转录 中 期 基因 。 而 从 种 染 
后 的 8 分 钟 至 12 分 钟 ,出 中 期 基因 转录 又 被 晚期 基因 的 转录 所 代 符 。 

8BPO1 是 怎样 实现 从 里 期 基因 的 转录 到 中 期 基因 的 转录 进而 到 晚期 基因 转录 的 两 次 转变 
过 程 呢 ? SPOI1 中 晚期 基因 的 表达 需要 三 种 SPO1 自身 的 调节 基因 的 央 迷 ,这 三 种 调节 基因 是 
基因 28.33, 94,0078 28 为 早期 基因 。 害 主 的 及 NA 聚合 酶 全 酶 转录 里 期 基因 后 就 产生 调节 蛋 
H gP28， 其 分 子 量 为 26KDa。gp28 取代 了 o55 并 与 核心 酶 绪 合 , 从 而 改变 RNA RARA 
于 启动 子 的 识别 特 竹 ， 即 不 再 识别 早期 基因 启动 子 面 只 识别 中 期 基因 的 启动 子 。 中 期 基因 33 
和 34 的 突变 导 吾 晚期 基因 不 能 表达 ， 因 此 这 两 个 基因 产 物 gp 33 和 gp 34 又 是 晚期 基因 表 
JVB. css 和 gp34 的 分 子 量 分 别 为 13 及 Da 和 24 及 Da, 它们 可 以 取代 gp28 (H 
E c 55) 并 使 RNA 聚合 酶 只 能 识别 晚期 菇 内。 这 些 调节 蛋白 质 之 所 以 能 一 个 取代 另 一 个 ,可 
能 是 由 它们 与 核心 酶 的 亲和力 所 决定 的 。 这 种 连续 地 更 获 a ESE AR SPOL K h 
三 个 阶段 的 基因 能 够 有 条 不 素 地 表达 (图 8-16) 。 这 种 o 亚 基 的 更 换 可 能 是 彻底 的 ,因而 这 逢 
变化 是 不 可 道 的 。 

32， 技 革 杆菌 花子 生成 过 程 中 BRORA 大脑 杆 等 在 通常 情况 只 有 一 蒜 吕 BE 而 
MTS MR e 亚 基 则 是 常见 的 班 象 。 陈 本 前 而 所 说 的 噬菌体 SPOL RR = EEZ Shs 
PULTE DES RAR a o 亚 基 的 战略 。 图 8-1? 表示 在 孢子 形成 过 程 中 
主要 的 亚 基 更 换 事 件 。am。 ot, o AMINE Ht 55KDa、 37KDa、 29KDa 的 三 种 o 亚 
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F MEE 33 编 玛 的 
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ROEM 含有 gp A PARE 
me LE 


L=- ~--O ED PHERI, MABA 


+ gp33 ep34 gp? tigr RCE gp”? 
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Temmahsronngas PANNA AAR of HERE HR) E 


FG8-16 tegik SPO 
A FR 


SETA BOA o 亚 基 以 实现 
SAS BSB Beak te E 


+ 299 à 


RHAKER SR Att 
NADAL, 
为 组 分 的 全 酷 待 录 


REE Riri 


sono’ ROA BHT MARR 


BPMBT ERE 


1 ‘+ SPO 基因 
一 产物 939 keer 


(AR ade Stic? Same ® 
.中 MMe TRS 


FRIAR SADA NNN N 


图 8-1? WEAR TENEH = TRHA 
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AH o" 的 RNA WAG FBR AIH Cvegotative genes) aT, eo WS 
AE PE aE A o” Re a AR, a A 
Hk. RER AORTA o TERRIERE WRK RE, BIA o i) RNA 聚合 
WR RNA RARA TAT 10%, 

以 上 三 种 a 亚 基 中 ,只 有 cz 于 存在 于 营养 生长 阶段 的 细胞 中 ,负责 与 萌 闫 生长 有 关 落 因 的 
转录 和 驴子 形成 过 程 最 初 所 需要 的 基因 (spo0 基因 )。 在 spoO 基因 中 ， 有 一 个 基因 的 产物 就 
是 r28。 在 营养 坐 长 阶段 前 细胞 中 ， AT 028 的 RNA RARR YY RNA 保 合 酶 总 分子 数 的 很 
小 很 小 的 比例 ;而 且 , 一 旦 孢 子 生 成 过 程 开 始 ， cs WREN. on AM AS Rt 
WL, FLEE NEA A RORA ER ER AE KE A 
胞 中 , 还 发 现 了 oY, 含有 o8 的 RNA RAMA oO HES, A sen 16 以下。 
同样 , o” E SRS AREST BRT BR BA A es MWEE TE 
SEPA OER PASH o 亚 基 ， RAE RR, WERKE 
KA oa, oh, o®, ot, ao”, 

这 些 不 同 的 o EE. IAR EE EE SPOI 的 ， AERAR SA EM SIT o 
o SHAK a RA E.coli 大 体 丰 同 的 - 10 序列 和 - 35 FR, m o 亚 基 所 识别 
的 启动 耶 都 不 具备 于 所 识别 的 启动 子 结构 《~ 10 序列 和 -35 PP). MAR o 亚 基 都 有 各 
自前 户 测 子 结构 特征 (《 表 8-3), 

以 上 7? o ERG TARR. BORE o THERY RNARA 
酶 全 酶 的 构象 , 而 可 能 由 这 些 o 亚 基 直接 识别 启动 子 的 特征 。 由 前述 不 能 排除 核心 酶 亚 基 兴 
被 修饰 的 可 能 性 ,就 像 TA MRL Se I FT PAE B EA B R o 

0-3 枯草 杆菌 中 每 个 " 因子 都 能 识 由 具有 特征 性 的 一 政 序 列 的 一 组 启动 子 
有 | | DoE 列 
ov | EREK TTGACA TATAAT 


Ci H 移 子 些 成 的 信号 系统 | CTNASA CCGATAT 
a OT ER AAATO TANTGTINTA 
pt i EER AGGNTTT GGNATTGNT 
of? JOT AR TINAAA CATATT 
ep" SPO! hye RK AGGAGA TTINTIT 
gp- SPO RNEER CGTTAGA GATATT 
TE, RAHA 055 gp? gph ARAARA AS A PRR, RAR o 办学 所 识别 的 序列 所 依 
据 的 资料 不 多 。 


二 、 大 肠 杯 菌 热 震惊 基因 前 表达 


RAT HEME ERR Ts 是 没有 o TERS. A, WRIA TAK 
在 较 高 的 温度 下 (如 42°~b0C), Ae MR i. KAP MARR (heat 
shock response) ;在 热 震 镶 反 应 中 大 量 表达 的 基因 称 为 热 涯 售 基 因 。 不 单 是 热能 够 引起 热 活 
惊 反应 ,而 且 其 他 许多 因素 如 高 盐 环境 ,重金 属 离 平 ， 极 度 王 燥 等 区 能 引起 这 种 反应 。 从 广义 
来 说 , 这 些 反应 应 旋 统 称 为 应 总 反应 (stress response), Feit, ARE Re TER 
允 。 从 大 肪 杆 划 直到 人 类 都 具有 热 震 依 基因 。 有 些 热 震 售 基 因 产 槐 的 氮 楚 酸 序 列 在 不 周 种 属 
中 高 度 相关 。 基 至 是 核 上 背 酸 序列 也 有 相关 性 ， 记 分子 量 66 区 Da 的 Doak 的 基因 用 近 平一 尘 
的 核 划 松岩 列 与 果 昭 的 热 晨 惊 蛋白 Hopr? 的 基因 相同。 
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为 什么 站 高 刘 输 件 下 热 震 尺 古 因 能 够 迅速 地 天 达 ? 关 上 这 一 转变 机 制 的 关键 注 发 现 是 ,党 
大 胶 必 菌 定 窜 在 车 一 种 会 最 很 少 的 分 子 芭 为 32KDa WAR. 这 种 蛋白 质 是 一 条 o TER, 称 
Woh, oe rpo GLEO 如 BPR) PS. wo? 寡 与 构成 位 RNA arate 二 
够 识别 热 震惊 基因 的 启动 子 ， 由 cs 识 细 的 这 类 基因 的 启动 子 与 4 标准 ”oa BAF (Co) BAD 
的 启动 子 不 同 。 在 其 ~ 35 序列 的 前 面 还 有 玫 个 保守 指 碱 基 .(TNNONCNO?，-~ 10 SERIE 
8-4 若干 热 展 惊 基 因 的 启动 子 及 其 一 致 序列 


mah -35 E 城 A 隔 区 一 10 区 让 +E 


groB TTTOGOCCTTGAA GGGGOGAAGCCAT COCOCAPWTCTCTGGTOAYG 
dnak PL JTOUCCCCOLTGAT |GACGTGGTTTACGA |COCCATEPAGTAG TCAA 
dnak PE |TTGGGCAGTTGAA 'ACCAGACGTTTCG |CCCOCTATTACAGACTCAG 
C82.5 基因 JO CTOTCGOTTGAA |ATTATTCTCOCTTGTICCOCATCROTCOCAGATC 
cM AMRA)TGCOACOGTTGAA |AAAOTGTCGATETGG/GACGATATAGOAG ATAA 

动 子 | 


atz BR T——-C—-C—-CTTGAA 13~15bp coccaTt—T 
至 序列 

ato 识别 的 一 TTGACA 15~20bp TATAAT 
Etti 


有 保守 的 QCOCG (WE 8-4), 

BERT o” 可 以 识别 热 震惊 基因 的 启动 子 , MRR EAKR LR RA 
可 能 也 需要 转录 因 学 的 活化 和 与 其 结合 位 点 的 结合 。 当 绢 蓝 适 应 了 较 高 生长 池 度 时 (如 大 肠 入 
WEO ,大 多 数 热 赤 售 基 因 便 停止 表达 (如 大 有 扬尘 菌 在 42%C 时 经 过 20 分 钟 ), 又 开始 表达 *“ 常 
规 基因 。 这 中 闸 的 奥秘 ,仍然 毫 无 让 知 。 估 们 已 知 在 热 震 依 反 应 时 细胞 内 蛋白 质 降 解 速 旗 急 关 
增加 ,其 中 可 能 包括 ?的 降解 .在 正 党 情况 下 ,c7"" 基因 作为 “操纵 元 (包括 S21 RADNAI 
SAGER Ao? 基因) 的 一 部 分 而 转录 在 侈 基因 的 mRNA 中 。 然 而 ,0" 基因 本 身 还 有 一 个 热 
晨 术 启动 子 ,位 子 其 前 一 个 基因 (DNA 引 发 酶 基因 ) 内 (图 8-18)。 尽 管 热 震惊 反应 并 不 需要 o” 
但 co" 基因 在 热 震惊 反应 中 代 大 量 崇 达 。 这 一 依 况 可 能 与 细菌 适应 较 高 温度 后 开始 表达“ EP 
基因 有 关 。 我 们 曾 在 第 四 章 的 SOS 修复 机 制 中 讲 到 过 ， 在 808 反 应 中 lew4 MAK TEA. 
这 两 种 情况 有 尝 称 相似 之 处 ,全 胞 在 不 利 条 什 下 仍然 要 为 恢复 正常 秩序 作 好 准备 。 


LETEN 
PP: 
— DNA Ti RA Pus 
E t E N 


图 8-18 o RAHADE POM” REAR JF (Pus) 


=, TARBKRE Kh RNA 聚合 醇 亚 基 的 修饰 和 TENHA 

T RAE. coli By APE As RDNA 166000 bp, T4 噬 菌 体 的 生长 与 SPO1 相 似 ， 
不 同 的 生长 脸 舱 需要 表达 不 同 的 基 国 。 早 期 基因 编码 与 DNA Sil, HRW, DNA 重组 有 
关 的 酶 。 晚 期 基因 线 码 噬菌体 衣 壳 蛋白 以 及 吹 菌 体 颗粒 装配 和 细胞 裂解 扩 需 的 酶 。 在 早期 基 
A RU Las Alt A Te. ET 侵 染 寄主 后 , 寄主 RNA RE 
WARRE- RRRA. E T4 噬菌体 头 部 还 包 合 几 种 小 的 蛋白 质 分 子 , 称 为 内 部 
焉 白质 。 其 中 一 种 就 是 ADP 核 特 基 转移 酶 《ADPRT), 在 峰 郊 体 侵 染 寄主 时 , ADPRT pi a 
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DXA 一 同 进入 寄主 细胞 。ADPRT 可 以 将 一 个 或 两 个 ADP pHi ERA RNA RG oe 
基 的 精 氨 酸 股 基 上 ,经 过 修饰 的 a 亚 基 使 核心 酶 对 于 寄主 o 亚 基 的 亲和力 降低 ,而 与 T4 基因 
所 编码 的 蛋白 质 Mo RAR. Mot RRT o EE ET RNA Re Meet at ERA 
1 本 身 第 一 批 早 期 基因 前 识别 能 方 ， 岂 时 又 能 转录 下 一 挑 基因 。 此 后 ，BRNA RARER 
历 一 系列 的 变化 。 到 园 革 晚期 基因 时 RNA 聚合 酶 已 被 高 度 修 饰 : 两 个 = 亚 基 分 别 结合 了 一 
个 ADP- 核 糖 基 , 另外 还 有 四 个 蛋白 质 因 子 结合 于 酶 分 子 。 

高 度 修饰 的 RNA RAMA THER RUN MRAA DNA 复制 时 才能 转录 这 些 
基因 。 唤 期 基因 所 编码 的 蛋白 质 , 只 有 当 DNA 复制 到 一 定时 候 才 和 需要 ,而 且 二 者 需要 保持 一 
定 的 数量 关系 。 而 DNA 揽 制 对 这 些 蛋白 质 台 成 的 调 扩容 易 满 足 这 种 定 熏 关系 。DNA 复 制 对 
THM RAM ABER TEASA Ce TR RAMA, 使 之 易于 起 始 
转录 。 


图 8-19 T7 Saws 
BLLCPA) ED, 0,3, BERHROMMH: 0.7 RABUN: 1. TIRNA ROM: 1.2, 9HE 


AM; 1.3, DNA F85., 4 U 组 基因 《主要 与 DNA MwA), 2, WE RNA TK 
DNA HAFAL HII: 3.5, RB, 4, TIER: 5, DNA RANTS S. 内 责 在 
中 生长 ;8, 外 切 核 酸 酶 ,第 TR (EE STAR), 7, tÈ Bh: 
8,A-BEA: 9， 尖 部 装配 : 10, APR, 11,12, BMRA; 13, 14,15,16, BRA, 11, Be 
EA: 18,19, DNA 成 熟 有 关 的 蛋白 。 


H, T? REE KE SAB RNA REMED RNA REN 


T7 MERA ASE E -coli Wy FREE META RE DNA 含有 39936bp( 不 到 T4 YT) HEE BG 
#550 个 基因 。 图 8-19 为 T7 Re. 

T7 噬菌体 在 80°C 时 生长 周期 大 约 为 25 AA LR 8-5) T7 的 生长 周期 可 以 看 出 ,其 
突出 的 特征 是 其 DNA 注射 非常 缓慢， 大约 经 过 10 分 钟 才 完成 。 而 其 他 陛 菌 体 都 是 在 一 分 种 
以 内 完成 这 一 过 程 。. 这 是 全 7 噬菌体 基因 调控 的 手段 之 一 ， 因 为 其 基因 进入 寡 主 细 跑 之 前 是 
不 可 能 被 转录 的 。 _ 

ET? 前 生长 周期 ， 可 以 分 为 早期 转 革 阶 庙 和 了 晚期 转录 阶段 。 时 期 轻 录 使 用 吾 ,eo 玉 的 
RNA RGE. MHRA TT ÆN 工 所 编 乔 的 RNA Ram, ETT MARA RE 
天 达 控 制 的 关键 。 

T mRNA 为 转录 物 开 晚期 mRNA Wy EMU. HL, T MH, 8t 
Fi mRNA SOLAS RS TI G eae TE BA RAB Clay Ts 和 了? Ka 

0 &03« 


38-5 77 噬 菌 居 的 生长 周期 (30*0) 


时 fl (43) ' 主 E § f 
0 GG BE (UO TY AG 
on | BH DNA 开始 向 备 主 细胞 内 注射 
z WEE mRNA 合成 开始 
4 Fria RAS AE a 
39 开始 合成 侯 菌 体 DNA 
Sid ABRAHAM: Wft DNA 注射 完毕 
SFR E 
| 


EMRE, FRC 


` 
0 i0 20o 30 Ho 508090080, T00 


Ee-20 TY mRNA 的 合成 和 转录 后 处 理 。TY 基因 用 小 方块 表示 ， 基 

古 上 方 所 未 为 启动 子 位 置 ， 而 下 面 表 示 RNAase m 的 切 点 (其 中 有 3.8 

和 和 及 13 并 不 在 符 个 mRNA 上 都 能 产生 切 点 )。 三 组 转录 胸 分 别 用 三 组 

水 平 线 类 示 。 下 面 为 越过 T# 的 通读 MRNA, 实际 也 为 一 组 产物 。 
图 8-20 表示 出 这 三 组 转录 物 的 起 点 和 终点 。 转 录 物 工 包含 RR. RP RHE RHE 
因 0.3, 0.7, Mis ÆR 0.3 的 产物 能 抑制 寄主 前 限制 酶 。 基 因 0.7 的 产物 是 一 种 蛋白 质 激 
AG TE E.coli ii RNA 聚合 酶 髓 酸化 而 便 之 失 活 。 WREN 0.7 Seas, MUU eR HE PS 
则 有 瑟 著 减 小 ,因为 寄主 可 以 继续 合成 站 己 的 BNA 而 浪费 了 资源 。 基 因 1 的 产物 就 是 T7RNA 
OG ALR TE 8K Da, 它 与 E.coli RNA 聚合 酶 比较 起 来 简单 得 多 ， 因 为 它 
所 识别 的 家 到 子 是 一 个 高 度 保守 的 23gp 的 序列 (一 17 一 上 6)。 第 五 组 五 个 月 苗子 和 GOR 为 


a3 e 


PEAT, MAE 组 10 个 启动 子 和 POL 为 相对 弱 的 肩 劲 子 ， 央 为 起 中 有 ~ ae 
RAT HBP CGR 8-8), 


$ 3-8 TRNA ROMS 


Re ca È FE A 
保守 序列 
一 10 1 
wAATAGG ROTOR GTATAGGGAGA 
复制 起 动 子 
一 20 -h 1 
goaL 405 Lor (UTETOTTTAT TAATAGAACTCACTATAAGGAGA GA 
BU 组 启动 子 
一 20 一 10 4 
PLIA] 5,848 Wet JAAGGOCAAAT GAATAGGACTGACTATAGAGGGA CA 
11B] 5,923 14.833 ITTOPRTOOGGT TAATACGAGTCAGTATAGGAGAA CC 
os 8,409 16.05 |GGACTGGAAG TAATACGACTCAGTATAGGGAUA AT 
O18 7,178 wus |AGTTAAGTOG TAATACGSCTCAGTAAAUGAGER AC 
1.8 7,805 19.77 |TOGGTOACGOT TAATACGACTOACTAAAYGAGAC AC 
$28 9,107 22.39 |AGCACCGAAG TAATAGGACTGACTATTAGGGAA GA 
gss | 11,189 27.99 |CGTGGATAAT TAATTGAAGTGACTAAAGGGAGA CC 
640 12,671 gin |OCGACTGAGA BAATOOGAOTOAOTAAAGAGAGA GA 
64.3 | 13,41 suai [AGTOCOATTO TaATACGAcTCACTAAAGGAGAS AC 
$4.7 43,915 34.84 [TTCATGAATA CTATECGAGTCACTATAGGAGAT AT 
第 亚 组 启动 子 
w= 20 -i0 t 
26.8 | 18,544 46.43 |G TCCCOTAAAT TAATAGGACTOACTATAGGGAGA TA 
$9 21,864 54.75 |GCCGGGAATT TAATACGACTCACTATAGGGAGA CS 
gio 22,803 57.35 JACTICUAAAT TAATACGACTCACTATAGGGAGA CO 
is 27,273 6825 |GG@CIGGAAAT TAATACGACTCACTATAGGGAGA AG 
$17 34,505 86.55 [GCETAGGAAA TAATACGACTOACTATAGGGAGA GG 
复制 语 动 子 
一 20 一 19 1 
BOR | 39,228 88.23 ICACGATAAAT TAATACGACTCACTATAGGGAGA GG 


RERE I 和 转录 物 I 有 共同 的 终止 们 点 (TS), EIT AIL RORY 900, EA 
10% TERE T7 末端 oT 位 于 基因 10 和 基因 11 之 间 。 基 因 10 产物 为 主要 的 头 部 蛋 和 白质， 
ARER MEN 10 后 面 的 基因 编码 少数 头 部 蛋白 质 和 尾部 蛋白 质 ,需要 量 小 ,因此 TSAR 
调节 作用 。 虽 然 卫 染 启 动 子 强度 大 于 ERRATA 工 类 启动 对 先进 入 细胞 ,因此 先 转录 。 
在 I 类 转录 物 中 ,对 于 调控 最 重要 的 是 基因 2 产物 ， 它 是 E.coli RNARAMITA A. Bit 
基 央 0.7 产物 将 寄主 RNA 的 来 合 栈 克 酸化 ,再 由 基因 2 产物 的 掉 制 作用 ,因此 在 感染 后 8 分 
钟 Ecobi 的 RNA 合成 体系 全 部 被 接管 , MACK RIT. aly 工 的 
HARASA DNA 公制 所 必需 的 酶 ( 见 第 三 章 ) ALA Se. h TAR DNA 装 本 
的 蛋白 质 { 基 固 18， LO ARTE, MORTAR Bt. Ne ORE ER 
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在 感染 后 15 分 钟 停 止 合成 转录 物 上。 这 时 出 现 整 个 转录 水 平 的 下 降 。 这 可 能 与 直 因 3.5 
产物 本 - 乙 栈 胸壁 酰 起- 工 -再 氨 卫 氨 酶 有 关 ,这 个 酶 同时 也 负责 细胞 的 裂解 。 这 个 阶段 ,只 有 较 
强 的 第 正 类 启动 子 才能 起 给 转录 。 

岂 以 上 可 以 看 出 ，T? 首先 利用 寄主 的 RNA 聚合 酶 来 转录 产生 自己 的 RNA RL 
HARAN. HOR RNA 情 合 酶 又 用 来 转录 产生 寄 汪 RNA 聚合 酶 前 抑制 剂 ， 从 而 完全 关闭 
了 寄主 的 转 深 体系 ,建立 了 时 已 的 转录 体系 。 为 了 实现 这 一 战略 目标 , SPOL, Ti, T? 采用 了 
不 同 的 战术 。 这 些 事例 都 说明 转 水 水 平 的 调控 是 最 主要 的 和 最 重要 的 调控 机 制 。 


五 、% 噬菌体 早期 、 晚 期 基因 转 景 以 及 腹 解 生长 和 溶 原生 长 的 调 拼 


A RREPERI EDTV SPOL, T4, T7 ZARRARI, HEE. coli Hy ie SUA, 在 此 
ERRA PD J RA N. BERA E U A BA BR AS Se HY 
机 构 并 代 之 以 自己 的 RNA RAMA. WURA T H COE ORRA). E Atg 
PERE RE TIE RNA RAR A MEPL N 和 Q@ DR 
Cro, OL, Cr 等 均 不 永久 性 地 改变 RNA Fe RE) Ra PERIE. A WARK 
WRAY LE AA. EE a Re”, BP bare 
多 原因 ,使 得 AEA ADR = A RS. KAA 45 he 

0 AU AE eR PY Ae BS Ld BAO RL, EE A 
DNA 复 制 已 在 第 三 章 中 讲 过 ; PAAR ER 2 ay ak 
的 位 点 特 抠 性 重组 (整合 ) 将 在 第 十 一 章 讲 解 。 这 一 小 节 我 们 将 以 和 吹 菌 体 裂解 生长 和 溶 原生 
长 的 选择 为 由 心 讲 解 % 噬 苗 体 基因 表达 的 调控 。 其 中 丙种 调节 和 蛋白质 CI 和 Cro 作用 的 分 子 
BLA LA Bes BATA PR) BG eS 

当 和 噬菌体 委 染 并 进入 Eci Aia RER DNA 精 性 未 端 就 相互 配对 并 由 DNA i 
护 酶 和 韦 接 成 封闭 环 ， 再 由 DNA 旋转 酶 俩 之 转变 为 负 超 螺 旋 的 闪 价 封 闲 环 。 这 一 过 程 在 侵 水 
后 3~6 分 钟 内 究 成 。 

H A RE DNA 进入 寄主 细胞 后 , DNA 上 没有 任何 调节 和 蛋白质 ， 因 此 寄主 的 RNA R 
合 酶 便 分 别 结合 于 Pr 和 Pe, H Pr Hat mRNA LIAERE H N, H Pe Hak 
mRNA RI 并 产生 调节 蛋白 质 Oro, AFN 蛋白 质 的 抗 终止 作用 ， 使 得 RNA 聚合 酶 能 越过 
SIRF tu Fite, tea, 从 而 转录 出 mRNA Ls 和 mRNA Ra, Ra; 然后 俘 别 翻译 出 CL 由 级 
A-CIlBAURORA, PRA. HOr 和 0 下 共同 作用 ,在 er0 基因 者 OF RAZ 
BZ P Pa (E AMUZA, establishment) 确立 了 QI 基因 的 转录 。 从 Pe 向 左 转 杂 的 mRNA 
中 除了 CI mRNA 外 ,还 包括 cro WARE RNA, WE eM RNA EEREN eromRN A 
HARME ERGE. 但 看 来 是 有 可 能 的 。 由 于 从 Ps 转录 的 CI MRNA EAA 8-D 序 列 ， 
因此 具有 很 高 的 翻译 活 信 。 现 在 还 不 知道 从 Ps 由 左 向 右 转录 的 RN A 聚合 酶 是 否 会 菇 从 Px 
出 右 周 左 转录 的 RNA RAB. WF Pa ECL, ON 蛋白 的 帮助 下 要 ib Psa 强 得 多 
因此 对 Ps 的 利用 有 可 能 抑制 了 对 pa 的 利用 。 

OF ff Oro 是 噬菌体 的 两 种 调节 蛋白 质 ,它们 都 结 含 于 左右 两 个 操作 子 上 ， 只 是 与 每 个 
操作 子 中 的 不 问 位 点 的 亲和力 次 序 不 同 。OI 蛋白 与 操作 子 的 亲和力 次 岸 是 Dra>Ora> Ora， 
Da oma>Oasi IAF Cro 不 和 白 来 说 , 则 Ois>O1s>Om, Or >Op >Op (图 8-21) Ak» 
A 噬菌体 在 侵 当 寄主 后 ,多 底 基 进行 裂解 生长 ,还 是 进入 溶 原状 态 * 是 更 经 过 一 釉 “ 直 了 酝 "的 > 这 

em 806 。 


MIRRE 如 蛋 自 与 Cro SA RMRFRET ONE. etap., O k AN Cro 
蛋白 的 数 昼 是 决定 二 省 胜 负 的 主要 因素 ,也 就 是 说 ,看 这 两 个 基因 谁 转录 得 快 ,得 译 得 多 。 


NaRNA 6 i ~ LA eT] „a CI mRNA On On On Cro mRNA 
= RN A VEA EF 
Pd Nee Fy 一 Pr 一 一 一 一 


J -21 4 叭 英信 操作 子 0 和 On 与 启动 子 P,Pa 有 了 ev RLAR 
示 NmRNA, Cro mRNA 和 CI mRNA 及 其 转录 起 始点 。 

从 时 间 顺 序 上 , cro 基因 表达 在 先 ， 并 远 早 于 CLARA. WH, WRIA OIRA 
Ol 蛋白 的 外 来 帮助 , ol 基因 根本 就 不 能 得 到 表达 。 由 此 看 来 ，CI , 0N BARRA CT 
EAA Oro 强 白 淮 先 占 上 风 的 主要 因素 。 在 正常 情况 下 ， 寄 主 的 无 73 基因 编码 一 种 蛋白 酶 ， 
PBI CI BANE TULA A), A> 当 强 大 的 及 1 基因 产 
物 存 在 时 , eT 基因 是 不 可 能 表达 的 ,只 有 Cro 偿 遥 领先 ， 占 据 了 左 有 两 个 早期 操纵 元 的 操 
作 子 。 起 初 允 许 这 两 个 操 然 元 兴 达 ， 后 来 便 封闭 这 两 个 操纵 元 。 这 时 ,和 ROS ET 
Hei DNA RIERREN O, PARALELO. APARLE S Q HE S 
体 的 半 物 蛋白 质 基因 (A……J]) 和 溶 落 本 基因 (S, R, RO 就 得 以 表达 { 见 图 2-?)。 然 后; 由 基 
B A 和 Nul 等 产物 将 环形 DNA 在 cos 位 点 切断 而 包装 到 噬菌体 颗粒 中 , BUTE E 
A 噬菌体 的 典型 操 炸 规模 为 每 个 细胞 100 RY 

在 什么 样 的 情况 下 ,， MHASH LAREN? 就 目前 所 知 ,有 十 种 因素 会 导致 入 
RAPA TARE ATA ER 

1. FARA YEAH AN ,寄主 细胞 内 产生 了 一 系列 的 生理 变化 ， 其 中 重要 
的 要 算是 cAMP 的 产生 。 目 前 人 们 并 未 发 现 oAMP-CAP 对 % 噬菌体 的 基因 天 达 有 调控 作用 。 人 
们 认为 ,寄主 挡 抗 溶 原 化 的 功能 即 太 月 基因 的 天 达 受 到 cAMP( 可 能 仍然 通过 6AMP-OAP 的 东 
SOM AME. 2, 分 解 CI 蛋白 的 蛋 自 水 解 酶 大 大 减少 。 而 O 亚 蛋白 又 能 够 抽 制 这 种 蛋 
白水 解 酶 。 寄 主 前 另 一 个 基因 umA 也 受到 细 苞 营养 状态 的 润 控 ,可 能 是 受 cAMP~OAP 的 
ERE, himd 基因 产物 基 ) 噬菌体 与 寄主 染色 体 整合 所 不 可 缺少 前 〈 作 为 整合 酶 寄主 因子 
的 一 个 亚 基 7。 了 由 此 看 来 , % 只 菌 体 的 整合 可 能 是 斗争 双方 妥协 的 结果 。 

2. MOI 估 过 高 (>10) MOLERA A 噬菌体 与 细菌 的 比例 ， Sean Be 
(multiplicity of infection), MOT 俏 过 高 这 一 因 趾 是 通过 影响 人 CE 蛋白 的 活性 起 作用 的 。 
Cl SAAKAEAREN ,而 且 单 体 很 不 稳定 ! 只 有 QL 的 赛 聚 体 才 有 活性 。 四 此 , 当 一 两 
个 噬菌体 同时 感染 一 个 寄主 细胞 时 ,其 CH 产物 不 足以 形成 有 活性 的 宅 聚 体 。 这 内 ,和 赚 菌 
体 就 进入 裂解 生长 。 当 MONTAR MA EEH OL BAR, Cl RRM Aft 
基 押 产物 的 减少 ， 再 加 上 Ol SAMO AN 基因 产物 的 蛋白 水 解 栈 活性)，O I 蛋白 就 
将 从 Ps 转录 of 基因 的 体制 确立 起 来 由 于 从 Ps 转录 的 Ol mRNA 具有 很 高 的 翻译 活性 ( 比 
从 Pa 转录 的 CL mRNA 翻译 活性 高 ?~8 储 )， 因 此 ,CI 蛋 自 的 数量 很 快 地 十 了 上 区 。 而 且 
P: 的 活跃 转录 本 身 就 抑制 了 oro 基因 的 表达 。 因 面 Ol 蛋白 就 迅速 地 占领 两 个 早期 操 织 元 的 
操作 子 。 这 伴 ， 两 个 早期 操纵 元 就 被 封闭 , C1, 0 基因 也 就 不 再 表达 。 已 有 的 OI 蛋白 和 
CHI 蛋白 也 很 快 分 解 。Ps 也 就 不 能 再 启动 07 基因 的 转录 。 然 而 ,ef BARA PAT Bo 
Pu, M 为 维持 的 意思 (aaaintenanee)o 由 于 CT 蛋 自 的 正 调 控 作 用 ,使 RNA 涌 合 酶 能 够 从 Pu 转录 
。307 。 
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Hs-2 深 原 状态 的 建立 圳 要 连 瀑 式 的 调控 体系 ， 但 这 种 体系 最 后 被 
HAZAR, RAL ABBR RERE He 
(a) NA cro BBR. (b) pN 抗 终 止 ， 因此 0 下 。 OM 基因 得 以 笠 
录 。(e) QI 作 有 于 Pr CMEBRARANHE, (O ARRAS 
合 于 Or MOr LUA Pr 和 Fa 的 转录 ,在 Pu 建立 阻 过 蛋白 基 攻 的 自 党 
RRA. CI/OI Sat, Pe TIEM, 
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co 基因。 从 Pu RIGS OF mRNA 没有 任何 前 导 岸 列 ， 起 少 筷 钴 体 的 荣 人 位 点 4S-D PF 
加 ， 因 而 翻译 效率 很 低 。 然 而 这 拌 的 数量 也 就 足以 维持 深 原 状态 (图 8-22)。 在 一 般 傅 况 下 ， 
One 是 空 涛 的 。 如 果 万 一 CI RAER O RARER ARMIE Ons Ls ATN 
WT OT 臣 因 的 表达 3 否则 ,将 会 影响 和 开关 体 的 灵活 应 变 能 力 。 

0 RAPT AEM Pa 转录 0 了 基 央 外 ,同时 还 能 够 促使 从 P ,转录 整合 酝 (integrase) 的 
告 因而 在 缺少 OI RAR KWAA TEREE RR AMATAS UEA 
相近 的 一 了 序列 和 ~ SOFIA REME RNA MRR. PURER IR 
体系 中 内 全 有 Ps(P) 和 BNA RAR MERRER TIMA OLEA MERRE. OL 
结合 于 -48~… - 26, 加 入 RRNA RARA —12~ +11 也 被 保护 。 通 过 对 启动 于 Pa 的 0, 突 
变 体 (具有 与 GT ，OI 机 似 的 效应 即 不 能 确立 深 原 状态 ) 的 分 析 ， 发 现 突变 休 可 分 为 两 组 :一 
组 为 Onl 位 于 ~ 10 序列 ,这 类 突变 体 不 能 结合 ENA 来 合 酶 ; 另 一 组 为 C;R, 位 于 一 35 FF 
Ale OR RAR AMR, 一 类 位 于 经 由 的 - 35 序列 位 置 ， 其 突变 体 不 影响 01 的 结合 ,而 
影响 RNA 聚合 酶 的 结合 ;一 类 突变 位 于 上 述 位 置 的 现 巡 ,构成 各 有 四 个 破 基 对 的 正 向 重复 序 
ah TACO AA AG AA Aci: SEH AUREEN RSE ARSHIAUE 10bp， 因 此 QI REY (MEAE 
体 ) 结合 于 DNA UKE IB. AMIE SRI, Pa 就 失去 了 结合 01 E 
BREN. 

REN RAATS La mRNA 中 包含 了 整合 栈 的 基因 int, 但 这 个 基因 的 信 
息 不 能 去 达成 蛋 自 质 (其 机 制 净 在 本 宣 第 七 节 中 讲解) ， 因 为 进行 现 解 生发 是 用 不 着 整合 栈 
的 。 然 而 ,整合 过 程 又 必须 寡 整 合 栈 的 存在。 因此 从 了 转录 基因 it, a I RL NU 
可 少 的 一 环 。 出 于 Pi 位 于 wis AR RIIGA Pa 的 转录 活动 则 排除 了 wis 基因 表达 的 可 能 
性 ,这 就 保证 了 洲 原 状态 的 稳 加 建立 。 深 原 化 过 程 是 ^ 峰 贡 体 的 oi 位 点 与 寄主 的 at 位 点 进行 
位 点 特异 性 重组 的 过 程 ,其 详细 机 制 留 竺 第 十 一 章 中 儿 述 。 - 

CI RAR TEER AT Hk Pe WP, WERKE BERR 马 基 因 的 表达 ,并 
HAAR, SRL SOR. BF OI 在 裂解 生长 中 的 作用 机 
CREAT . 

AR Pe ROR AR EER FR EM KRAT 
SOI AEA SO of A R MAIEK ATHA, TP SE RAR 
a Cee ae ee IER eee Ce ee EUF 
RAR UMA AO EE F MOT ALB A US OA. MR CI 基因 发 从 突变 , 则 MEA ACR A 
NEEM, REINI clan MEE oT 基因 便 由 此 得 名。 如果 操作 子 发 生 突变 ， 便 不 
能 结合 OLEE s A 噬 畏 体 同样 不 能 进行 深 诛 生长 ， 王 只 能 进行 裂解 生长 ， 因 此 这 种 突变 又 称 
为 烈性 突变 (viralent mutation), Sit LAS FMW OCA, ARRA cI, eI 
cor 等 突变 体 也 部 能 使 MARTESA DEN. BRANE, RAE I EREL 
原状 态 又 不 能 维持 潜 原 状态 ,而 突变 体 L, ET, oy E AR HELLA WEI AR S ME at 
立 后 便 能 像 野生 型 性 商 体 那 祥 维 兰 淤 原状 春 。 因 此 ,oI，e 下 基因 以 及 氏 位 点 (Ps) 与 
建立 洪 原 状态 时 MERANA RAA REL PRR ENT 
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第 六 节 ”基因 转录 的 翻译 调控 一 一 余 减 子 系统 "~* 


一 ,. 概 # 


在 色 氮 酸 操 纵 元 中 , 阻 歇 状态 和 除 阻 遏 状 态 使 内 启 动 子 开 退 的 转录 起 始 频 率 相 差 大 约 70 
们 ,也 就 是 说 ,本 底 合 成 是 除 阻 过 合成 的 1/70。 这 与 zae 澡 纵 元 中 的 情况 相 比 ， 其 阻 过 效率 要 
低 得 多 。 在 ?ae 操纵 元 中 ， 阳 盐 状态 下 的 合成 仅 为 诱导 状态 下 合成 的 1/1000, ARTE PETAR 
ATF, trp 酶 系统 的 活性 (了 梅 的 演 度 ) 却 只 有 除 阻 过 状态 下 的 T7700。 这 就 是 说 , 在 色 氨 酸 操 纵 
元 内 必然 还 存在 着 另 一 个 控制 基因 表达 的 系统 。 

前 面 我 们 所 讲 过 的 胃 遏 - 除 阴 过 芍 调控 系统 或 多 或 少 都 带 有 全 或 无 的 性 质 。 而 对 于 许多 
氮 基 发 合成 的 操纵 元 ,需要 对 体内 欧 氢 其 酸 水 平 作 较 为 细致 的 调节 (其 生物 学 意义 还 不 完全 清 
楚 ) ,因此 便 演 化 出 更 为 精细 的 证 节 系 统 ， 色 和 氮 酸 操纵 元 的 衰减 子 系统 就 是 一 个 典型 的 例子 。 

衰减 子 系统 的 控制 和 阻 歇 蛋白 的 控制 在 方向 上 是 相同 的 。 在 色 氮 酸 存 在 时 ， 两 种 系统 都 
共有 使 转录 水 平 降低 的 功能 。 误 减 作用 的 幅度 大 约 为 10 倍 。 在 无 色 氨 屋 存 在 时 ， 记 有 转录 
trp 操纵 元 的 RNA RABAT UNE RT. SEAM, 一 部 分 RNA SRL 
HUE SAY Te eR AE RNA RARER RFK RY TR AA 10% 
的 RNA RS HER ERM. kA, Wip 操纵 元 在 缺 近 色 氨 酸 以 及 含有 不 向 浓度 的 色 氨 酸 
时 能 在 大 约 700 倍 药 范 国内 进行 调节 (70x10=700)。 


=. RATHER 


衰减 子 是 如 何 控 制 trp RA TMI? 通过 对 trp mRNA 上 前 导 序列 的 分 析 , 现在 
已 基本 上 搞 清 其 作用 初 制 。 这 4r0 了 上 小 的 mRNA 前 导 序 列 中 有 一 个 编码 14 个 氨基 酸 的 开放 
阅读 框架 ,其 前 面 并 有 一 个 核糖 体 结合 位 点 (8-D 序列 )。 在 细胞 内 虽然 来 分 离 到 这 祥 的 14 肽 ， 
但 将 其 8-D 序列 与 结构 基因 相 融 合 , ETAREN. FARRER TEHN 42 PE, 
就 是 一 个 典型 的 不 依赖 p 因子 的 终止 子 (38bp)。 这 个 余 止 子 就 是 衰减 子 的 核心 部 分 ， 有 时 为 
了 简便 起 见 , 就 把 这 个 部 务 称 为 豪 减 子 序列 (图 8-23)。 

豪 碱 子 序列 本 身 并 不 能 实现 衰减 作用 ， 而 必须 通过 对 前 导 序列 上 MAER E 
Qsader Peptide) 的 翻译 才能 实现 。 因 此 衰减 作用 的 实质 是 世 翻 译 手段 控制 基因 的 转录 。 前 
SK MRNA LAW TEEN ERT. ATAR BP, fo Th 
Re. URS Eh ST SEG A, IR. A 
旺 就 发 现 , 色 氨 酰 -HRNA 合成 酶 的 突变 使 得 17p 操纵 元 不 能 达到 最 大 程度 的 随 遇 。 这 类 突变 
影响 到 细胞 内 色 氮 酰 -tRNA 的 合成 , 当 核糖 体 进展 到 侧 个 连续 的 色 拟 酸 密 码 子 时 由 于 缺少 色 
氮 酰 -tRNA 而 陷于 停顿 。 色 氢 酸 的 缺 往 也 造成 局 样 的 后 果 。 就 是 这 种 核糖 体 的 停顿 , 才 使 聚 
合 酶 RNA 越过 衰减 子 的 障 得 , 继续 完成 frYp mRNA 的 转录 。 

RNA 素 台 酶 是 在 案 减 子 序 列 上 终 业 转录 过 是 继续 转录 下 去 ， 是 通过 op mRNA 的 前 导 

上 序列 上 能 形成 两 种 不 同 的 二 级 结构 所 决定 的 。 在 图 8-34 中 ， 中 图 为 orp 30RNA PRERE 
沙 配 对 四 自序 痪 的 民 式 图 ,其 中 序列 工 能 与 序列 2 配对 ,序列 2 又 能 与 序列 3 配对 ,序列 3 又 
能 与 序列 二 配对。 左 图 表示 序列 1 与 序列 2 配对 CAG = -11,3Keal/mole); 序列 3 与 序列 4 
配对 (4G = ~ 20 Keal/molo), HERREY) 2 与 序列 3 配对 (AG = -11.7 Koal/mole), 
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aa BK 
{Met Lys Ata Tle Phe Val Leo Lya Gly Tro Trp Are Thr Ser 
NOPAAGUUCACGU AAAARGGGUAUCGACAAUGAAAGCAAUUULC QUACUIGAAAGGUUGC UGGCECACUUCCUGA 


un 


AACGGGCAGUGUAUUCA CCAUGCGUAAAGCAAUCAGAUACCCABGECEC CIA AU GAGC GEE UU UVUUD u 
12 Bm F FFF 前 导 序 
GAACAAAAUUAGAGAAUAACAAUGCAAACACAAAAACCG ===. 列 终止 点 


pE 


图 8-23 tro 操纵 元 mRNA 的 前 导 序列 


图 8-24 trp mRNA 的 前 导 序 列 可 以 形成 两 种 可 能 的 二 级 结 梅 


体 光 实验 中 配对 形式 如 左 图 所 示 ， 而 并 未 发 现 右 图 形式 。 然而 在 细胞 内 ， 当 序列 2 MFA 3 
形成 双 链 结构 时 ,序列 4 尚未 转录 完毕 。 因 此 只 要 序列 1 被 核 精 体 占据 , 央 列 2 和 序列 3 就 可 
能 形成 双 链 结构 。 

CAS, BERR, 因而 转录 和 基 译 是 紧密 辜 联 的 。 可 能 RNA 聚合 酶 刚 转 
录 当 前 导 肽 的 部 分 密码 子 , 炉 糙 休 就 开始 翻译 。 当 细胞 中 有 色 氨 酸 存 在 时 ,核糖 体能 欧 顺利 地 
德 详 出 整个 前 导 肽 而 在 线 止 码 窗子 UGA(+70) 处 停 下 来 。 这 时 粮 糖 体 占据 了 序列 1 和 部 分 
序列 2, 使 序列 2 和 序列 3 不 能 产生 有 效 的 配对 ,因而 序列 3 和 序列 4 于 对 产生 终 下 子 的 发 天 
E TERMER AICE 8-25a), IE Trp (或 Are OLAS wee > Trp 
HETE eet, PAS He TUPI 1, 而 留 下 完整 的 序列 2 以 便 与 转录 出 的 或 即将 转录 出 来 
的 序列 3 形成 二 级 结构 。 这 样 当 序列 4 转录 出 来 后 仍然 是 单 链 状 态 , 即 终止 子 不 能 形成 ,于 是 
转录 继续 进行 下 去 (8-250), MAHABIR, 都 不 能 产生 图 8-25 b 的 情况 。 例 如 当 
Gly WURI RATZE +52 的 Gly 密码 所 上 。 这 时 ， 还 保留 了 序列 1 与 序列 2 的 部 分 二 
级 结构 ,序列 2 和 序列 3 之 问 舟 不 能 形成 二 级 结构 ,而 即将 转录 出 来 的 序列 4 就 能 与 序列 3 形 
成 二 级 结构 ， 使 转录 终止 (图 8-25 e) 。 如 果 没 有 勋 译作 用 存在 ， 则 会 产生 图 8-24 左 图 所 示 
的 二 级 结构 , 则 转录 必定 在 衰减 子 处 终止。 

上 述 模型 得 到 了 大 量 实验 证 据 的 支持 。 影 响 序列 3 和 4 二 级 结构 的 稳定 性 的 突变 和 改变 
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图 8"25 核糖 体 的 位 置 深 制 着 frp 前 导 序 列 mRNA 的 袍 象 ， 几 个 大 基 的 
偏差 就 能 决定 序列 3 和 4 是 否 形成 终止 子 发 来 结 构 
(8) KERELE, Feet, O) ALL 
WH, FERAET) (9) HARNRI, HRA. 
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FER 4 后面 一连 吊 口 的 突变 均 降 修了 衰减 也 的 转录 矢 止 作用 而 增加 了 Trp 酶 系统 的 表达 ,这 
SOR HR LT REBORN, IR BRB 2 1S ARER, AMREF 
BEERE. MEEKER Se Fs A, ERR an PT: 
用 ，* 具 而 极 大 地 降低 了 Trp RBH IA. 

ft ERB SEER Te A LEB SE eT. ag ab ae 空间 上 上 ， 
两 个 色 氢 酸 密 码 子 的 位 置 至 关 重 要 ,不 可 随意 变更 ,否则 就 不 能 实现 衰减 。 在 时 间 上 ， 核 糖 体 
停顿 于 两 个 色 氨 酸 密 码 子 上 时 ,序列 4 应当 还 未 转录 出 来 ， 否 则 就 不 会 出 序列 2 和 3 的 配对 ， 
而 只 能 是 序列 8 和 4 的 配对 ， 也 就 无 法 俩 转录 越过 衰减 子 而 继续 下 去 。 这 种 时 间 上 的 她 抄 安 
排 的 一 个 原因 就 是 RNA 集合 酶 在 转录 完 + 90 时 产生 一 次 延宕。 这 就 给 予 核糖 体 以 追赶 的 机 
Be 

三 、 赛 减 子 的 普 训 性 及 其 生物 学 意义 


DRT trp 操纵 元 外 ， 其 他 许多 负责 气 基 酸 合成 的 换 纵 元 都 受到 衰减 子 的 罚 控 ， 特 别 是 在 
Ais 操纵 元 中 ,衰减 子 基 唯一 的 控制 机 构 。 在 这 些 操纵 元 中 ， 也 都 存在 着 前 导 肽 的 开放 阅读 框 
架 , 也 具有 不 依赖 因子 的 终止 子 序 列 , 而 且 在 前 时 豚 的 mRNA 中 ,具有 比 trp RATRE 
多 得 多 的 连续 的 相应 氨基 酸 的 密码 耶 。 例 如 ， 在 Mis 操纵 元 的 16 个 氨基 酸 组 成 的 前 导 肽 中 ， 
有 连续 7 个 组 氮 酸 ;在 phe 操 织 元 的 15 个 氨基 酸 组 成 的 前 导 肤 中 ， 也 有 ?7 RAM. ER 
些 操 纵 元 中 ， 讲 城子 可 以 对 不 止 一 种 氮 共 酸 饥 饿 作出 反应 。 便 如 在 tor 操纵 元 中 的 苏 氨 酸 和 
ARAR: tho 操纵 元 中 的 异 亮 撕 酸 、 颁 所 酸 和 亮 氮 酸 ( 表 8-7)。 在 这 些 操纵 元 中 ,由 于 能 够 引 
趣 核 糙 体 停顿 的 密 反 子 较 多 ， 因 此 可 能 需要 一 个 以 上 的 核糖 体 停顿 在 这 一 连 串 的 密码 子 处 才 
能 实现 有 效 的 除 阻 遇 。 这 些 操纵 元 欧 前 导 序列 中 ,也 都 可 能 存在 着 两 种 可 交替 的 二 级 结构 ,用 
以 调节 终止 子 发 夹 结构 是 否 形 成 。 同 祥 ， 当 前 导 肽 翻译 作用 不 存在 时 , 则 mRNA 必定 在 衰减 
子 处 终止 。 


四 


R87 已 知 的 氨基 吉 合 成 操纵 元 中 前 导 肽 的 氨基 玻 序 列 及 其 色 合 的 调控 气 基 酸 


| 前 总 km 序 列 ces 
ep | Mot Lys Ala Ile Pho Val Leu Lss Gly mp Trp Arg Thr sor TP 
Ms Met Thr Arg Val Gla Phe Lys His His His His Wis His His Pro His 
Asp I 
wed Met Lys His Tle Pro Pho Phe Pho Ala Fhe Ehe Phe The Phe Pro 7 Pho 
Tea i “Met Sor His Te Val Arg Phe The Gly Leu Leu ,Lou Lew “Am ta 


Ala Phe Tle val Arg Gly Arg Pro Val Gly Gly ie Gn His 


thr Mot Lys Arg Tle Ser Thr Thr Ile Thr Thr Tir Tle The. Ue he Tar 


Thr, Ile 
Gly Asn Gly Ala Gly | 
ilo | Met Thr Ala Len Leu Arg Val De Ser Lou Val Vat Ile Sor 
Val Val Val Lie Ile Ile Pro Pro Oys Giy Ala Ala Leu Gly Arg Tle, Val, Lew 
Gly Lys Ala 
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一 般 说 来 ,衰减 子 的 作用 机 制 可 以 看 成 是 这 样 一 种 调控 机 制 : 其 中 核糖 性 锡 蕊 能 相当 于 一 
个 正 调 控 蛋 白 , 它 在 停顿 位 点 的 结合 是 RNA 继续 合成 (防止 终止 作用 ) 所 必须 的 ; 而 相应 的 质 
酰基 -tRNA 与 之 结合 则 使 核 精 体 不 能 习 停 顿 位 点 铺 合 。 这 个 握 梧 基 -tBRNA 的 功能 则 相当 于 
ELE RP AIK POR mRNA 合成 的 机 制 就 是 一 种 可 阻 坎 的 正 控制 (图 
8-1); 

细菌 演化 出 衰减 子 调控 系统 ,其 生物 学 意义 可 能 是 :《〈I) 活 性 阻 遇 物 和 非 活性 阻 过 物 的 转 
变 可 能 较 慢 ,而 tRNA 荷载 与 下 可 能 更 为 灵敏 QAR REBAR, AM 
tRNA 荷载 情况 为 标准 来 进行 控制 可 能 更 为 恰当 ; 《3) 为 什么 大 多 数 这 样 的 操纵 元 又 同时 需 
SBE AR? 因为 衰减 子 系统 需要 先 转录 出 前 导 肽 mRNA ,然后 再 根据 前 导 下 的 制 译 情 沈 
来 决定 mBNA 着 否 继 续 转录 。 然 而 当 和 氨基酸 供应 充足 时 ,就 没有 必要 通过 这 样 的 步 又 , 而 直 
接 关闭 mRNA 的 转录 活性 。 也 总 是 说 ， 需 要 一 个 决定 基础 水 平 的 控制 系统 : 当 细胞 关 气 基 酸 
APRA, TURNS MAARTEN, SHEAR RAY 
FRAT. Pa OLA TR RARR. 


四 、 贷 责 粹 背 酸 合 成 的 基因 的 豆 演 子 


新 近 人 们 发 现 ， 负 责 合成 喀 院 核 苷 酸 的 基因 也 具有 喜 减 子 结构 。 在 火 肠 杆菌 中 , UTP 的 
WH UMP 的 合成 所 需 的 酶 由 五 个 操纵 元 所 编码 。 这 五 个 操纵 元 都 有 自己 的 衰 跨 子 ， 其 中 以 
UMP 合成 的 第 一 步 反 应 廊 需 的 天 门 冬 氨 酸 转 所 中 酰 酶 的 襄 纵 元 的 衰减 子 作用 机 制 较 为 清楚 。 
这 个 操纵 元 叫做 pyrBIT 其 中 pyr B MB LLU, owl 编码 调节 亚 基 ， 二 者 构成 一 种 具有 
PHAEDRA ARRA TRN AEEY AR TAARA RRR. 

在 pyr BI 操纵 元 中 ，?Bgr 了 3 基因 的 翻译 起 始 密码 子 之 前 有 160 个 核 背 酸 的 前 导 序 列 。 其 
中 ,从 第 21 核 埋 琶 开始 ,有 一 个 44 氨基 可 的 前 导 了 编码 序列 。 在 第 120 核 若 酸 附近 有 一 个 典 
型 的 不 依赖 于 也 hO 因子 的 终 此 子 结 宰 。 这 一 终 证 子 结 构 与 色 氮 酸 操 纵 元 的 宸 减 子 中 萄 然 目 
也 结构 一 样 ,如 果 没 有 前 导 肽 的 若 译 作用 的 存在 ， 它 内 不 过 是 一 个 永久 性 的 终 午 子 。 然 而 ,上 
述 两 个 衰减 子 中 先导 腑 的 翻译 对 于 转录 词 控 的 机 制 却 是 根本 不 同 的 。 定 色 氨 酸 操纵 元 的 府 减 
予 结构 中 ,先导 肽 的 终 证 密码 也 位 于 终止 子 上 游 方向 约 45 核 营 酸 处 ;而 PyrBI 操纵 元 中 ， 先 
PARA AL AE AMP LF PRED Ty 25 个 术 背 酿 处 。 色 氢 酸 操纵 元 中 ， 是 由 于 缺少 
和 色 氨 酸 而 使 核 精 体 在 连续 的 两 个 色 氨 配 密码 子 处 停顿 而 影响 终 赴 巴结 构 的 形成 ， 因 而 其 调 拉 
位 点 是 连续 的 两 个 色 氨 酸 密 码 子 ; 而 在 Dy BI 操纵 元 中 ， 是 由 于 后 少 UTP 使 得 RNA RAR 
在 暂停 位 点 (pause site) 发 竺 停顿 ， 以 致使 从 事 翻译 的 核 狂 体能 够 妃 赶 上 RNA RAR, ok 
种 起 调控 作用 的 暂停 位 点 是 由 位 于 第 60 核 弟 酸 附 近 的 发 夹 结构 和 第 85 核 井 酸 附近 的 一 岂 人 本 
4 U 14-0 STP) 所 组 成 。 这 一 发 夹 结构 后 并 没有 紧 良 一 连理 的 口 ， 甚 至 也 不 谨 含 
A/U, 因此 不 能 作为 然 止 子 : 但 这 一 发 夹 结构 却 能 使 RNA 聚合 酶 发 生 延 罕 ， 特 别 是 当 细胞 内 
UTP 含量 较 惰 时 会 在 一 连 毕 处 发 生 较 长 时 间 的 停顿 ， 从 而 给 予 核糖 体 以 追赶 的 机 会 。 或 
许 正 基 由 于 核糖 体 与 RNA 疗 合 酶 的 茶 种 作用 ,将 嵌 合 于 RNA AA ABI REE W 出 
RK, MIATA KAAS, SRR TERRA BNA RAM MRR RSM 
TEIE FIFA HY nea T PRR DR GRO Fe Se TEE R SUL AB 
KERER CUE SS AY A PH fs BE EFS GR) ， 则 可 显著 地 增加 转录 的 终 
tk. WHHEAUMA ARAL UTP 时, RNA 聚合 酶 在 转录 了 暂停 位 点 的 发 夹 序列 后 虽然 出 
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现 短 时 间 的 延宕 ， 但 是 RNA eS RM pA PR, BATEN 
BUA, ADR RF RIEL THR, RA, RNA RABAT THR, FR 
约 135 BERS RNA 序列 。 pyr BIR TMT RAT RAY BL fel om F 
8-26, 
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图 8-26 prB1 Beep Tee ah Fs Me SEA a EEU 
(a) FORT, A 4:4 BL TRS, -12 LR RR 
Hh, (b) RNA RAIAR PE ALA CHS EE Bs FEI REC BL A 
(O 细胞 内 UTP 含量 低 时 ， SARERA RNA eS BRIER T ee 
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1983 4, Mizuno, Simon 等 人 差不多 同时 发 现 了 反 义 RNA 对 于 基因 表达 的 调控 作用 ， 
JR ART Bh BA AP. PERK EAB. AAT SRA SoS Bt ARR TN BE 
自 质 与 核酸 的 相互 作用 而 实现 。 而 反 义 RNA 的 调控 是 核酸 与 核酸 的 相互 作用 。 反 义 RNA 
通过 互补 的 碱 基 与 特定 的 mRNA 结合 , 结合 位 点 通常 是 MRNA 上 前 S-D RA, BREE 
子 AUG 和 部 分 N 端的 密码 子 , 从 而 抑制 MRNA 前 翻译 。 人 们 称 这 类 RNA 为 干 拢 mRN A 
的 互补 RNA, 简称 micRNA(mRNA-interfering complementary RNA), 

‘MURR miRNA RATKEAA omPF mRNA 表达 的 mioF RNA 
和 转 座 元 Tn10 oh Pay SEM MRNA CRN A-in) SH PY RNA-out, 365% RNA-ont 将 在 
第 十 一 章 讲 述 。 

Mizuno 等 人 研究 了 滩 适 压 变化 对 六 肠 杆 菌 外 膜 蛋 白质 基因 直达 的 调节 ， 发 现 了 两 种 外 
膜 蛋白 贰 ， 一 种 叫 OmpC, 一 种 时 OmpF， 它 们 的 合成 受 渗 透 压 的 调节 。 在 高 滩 透 压 时 ， 
OmpC ARMS M OmpF ME RRM ABBE, OF 合成 增多 ,而 OmpO 的 
合成 受到 控制 。 两 种 蛋白 质 含 蜗 卫 闭 活 导 压 的 变化 而 改变 ,但 两 种 蛋白 质 总 重 保 持 不 变 。 现 
EAR. Ompg 基因 转录 时 ,在 OmpC SAK ET LT AE DNA 序列 ,以 
相反 的 方向 同时 转录 产生 一 个 174 ARER RNA, 这 个 RNA 能 够 与 OmpF mRNA 的 
前 导 序 列 中 的 44 个 核 音 酸 (包括 S-D 序列 ) 以 及 编码 区 域 ( 包 括 赵 始 密码 于 AUG) 形成 杂 合 
Ii AMMAT OmpF mRNA 的 翻译 。OmpO 转录 得 越 多 ,micH 也 就 越 多 ,OmpF EA 
Mat, mick 与 0mpF mRNA 的 碱 基 配对 情况 示 于 图 8-27。 


micF- RNA 


y a D À 
TT 
S on eac = {au -x 


- OmpF- mRNA 
图 8-27 mic 与 OmpF 的 mRNA 所 形成 杂 合 双 链 (路 了 
S-D 序列 和 AUG 之 外 ,其余 序 列 均 省 略 } 

MDE SL RNA 调控 基因 表达 的 原理 , 使 % 噬菌体 的 CI 蛋白 抑制 晚 瀚 基因 转录 这 
ASS ADEN EE LTR T1985 4E Hopes 等 人 发 现在 Q RA MA A 
AGT CI BAM Rant, SAS Pa 和 Pre, Æ -~ 35 HOUR, AAN h 
OL HARAWA TIGINNNNNNLTOC, KERMAN Q 基因 相反 。 这 个 启动 子 就 取 
备 为 Po， 即 抗 Q 启动 于 (anti-Q Promier), HERPEN ~200 BPAY RNA, 不 
编码 任何 蛋白 里, 共 序 列 与 Q 基因 的 S 端的 一 半 守 全 互补 因此 有 效 地 抑制 了 Q mRNA 的 


O bdh t 


翻译 。 辐 时 由 于 0 蛋 和 的 参与 , Pao 与 PA BARA RIE, Aili TA P. 
BERM H BERK Q 基 册 的 mRNA 不 能 翻译 ,而且 使 得 Q ERIE E B Mo 
如 时 在 CI ETS RR ay TAC G RAE Pa G 8-28), 则 需要 增加 
4 倍 基 的 CI AEA AERP SbF (Lie) 所 具有 的 转录 活性 。 SEAN Stab F Daa 在 低 
温 下 (30C) 就 能 使 》OT857 ARPA EHR MEM ETA AE, IE Pag BHR 
ERASER, 


4uiho 44200 
. 
6 AAAGCTTGAAGGA TACTAAGGCAAAGGTACTGC. TEC TOGCAACATTCGCETATGCUS’ 
B'TTTCGAACTTCCTHPATGAT ITCOGPTTCCATGACGTS ACCAGCGTTGTAAGCUAATACGCS5' 
thic® -10 #9 -35 Fi | 
c pad 1 


图 8-28 SVT Pre 的 结构 与 其 突变 体 Pan 

反 义 RNA 的 概念 可 以 用 于 研究 基因 的 功能 。 传 统 的 方法 是 使 过 轩 的 菜 些 莽 基 发 生 突 
OE AR er FE DL, 但 常常 有 无 声 罕 变 或 渗 江 突变 产生 ,影响 对 帘 变 效应 的 观察 。 面 到 
X RNA 对 尖 因 的 抑制 比较 完全 ， 面 且 是 专 一 性 的 。 只 要 将 一 个 不 食 启 动 子 的 克隆 基因 或 其 
用量 前 8° 末端 以 相反 的 方向 接 上 一 个 启动 子 , 然后 通过 载体 引入 细胞 内 ， 就 可 以 在 细胞 内 产 
ARMM RNA 以 抑制 染色 体 上 相应 基因 的 天 六 。 在 这 方 曾 色 有 许多 成 功 的 实例。 反 义 了 NA 
的 作用 不 仅 在 于 卸 制 核糖 体 与 mRNA 的 结合 从 而 抑制 mRNA 的 翻译 ， 在 许多 情况 下 还 使 
mRNA 含量 显著 减少 。 EEES RNA (oT ROL A EAS Re, APARETA K 
平 。 - ~ : 

198448, Izant 和 Weintraub 提出 了 用 反 义 RNA 来 治疗 病毒 所 引 赵 的 细胞 转化 。 这 
是 非常 令 大 注目 的 。 在 治疗 病毒 疾患 时 ,很 难 找到 专 一 性 的 药物 ,因为 病毒 在 它 的 生活 癌 期 中 
常 使 用 寄主 的 生理 机 能 。' 反 义 RNA 的 专 一 性 是 毫 无 疑义 的 ， 但 要 有 一 个 合适 的 搞 病 弯 载 休 
和 有效 的 给 药 途 径 , 还 必须 作出 巨大 的 努力 。 


= MRNA 本 身 的 二 级 结构 影响 翻译 的 进行 


mRNA 的 二 级 缚 构 可 以 在 不 同 的 水 平 上 对 基因 表达 实行 调控 。 在 转录 水 平 上 起 作用 的 
如 转录 的 终止 子 ， WRT 在 翻译 水 平 .上 起 作用 的 如 本 节 所 谈 到 的 反 义 RNA， 其 二 级 结构 是 
RFRA RNA AT ZA. Roe 以 及 下 一 小 闻 我 们 要 讲 的 是 mRNA 本 身 的 二 级 结构 
对 于 翻译 的 影响 。 

大 万 杆 昔 有 用 种 十 分 相似 的 单 链 RNA Eo M8-2, R17, f2,'Q8 等 。 这 此 噬菌体 
者 是 无 是 的 正 20 面体 ， 其 RNA okey 3 600 个 核 音 酸 (前 三 种 ) 或 大 的 4200 PERE (图 
8-29)。 每 种 噬 凋 体 的 基因 组 成 都 十 分 汪 侯 ,各 有 四 个 基因 , 共 中 三 个 基因 的 序列 都 很 类 似 ,从 
F RE 3/ 端 依次 为 附着 蛋 自 (全 JED QE (CP RAY, ST (rep 基因 )。 在 -M2 家 
族 (MS2, R17, 12) 中 ; AAA 398 个 氨基 酸 ; 分 于 量 44KDai eT A — 
ADT. REMAN 129 个 拨 基 酸 ， ATE 18,7 长 Da 每 个 域 前 体 粒子 中 有 2x 104 FF, 
Sa Shag HH 544 个 揪 基 酸 组 成 ,分子量 为 65KDa, 它 是 构成 复制 醋 复 合体 的 亚 基 之 一 。 户 
QB 的 这 三 个 基因 产物 的 分 子 最 略 大 一 点 。 第 四 个 基因 的 位 置 较为 特殊 ( 见 图 8-29) ,在 MS2， 

TT 


R17, {2 SARR, 编码 由 75 个 氨基 酸 组 成 的 裂解 蛋白 ， 基 因 序列 与 CP 基因 和 rep 过 
RES, 而 Q8 的 第 四 个 基因 为 OP RARE, HNL tRNA 在 OP mRNA 上 的 
UGA 处 搬入 色 氮 酸 ， 从 而 得 到 38KDa 的 次 妥 农 壳 蛋 白 A1(327 TRAER 残 革 )。 A 蛋白 
不 其 备 发 解 功能 ,但 它 是 OF RTENE TR HRE. As BARA BE. 
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图 8-29 单 链 RNA 噬 体 菌 MS2(f2,R17) 和 和 QA 的 遗传 图 。， 
斜 线 部 分 表示 编码 序列 。 数 字 为 8! 到 3 方向 的 核 背 酸 位 置 ， 

对 于 四 种 基因 表达 的 调控 ,以 R17 研究 得 最 为 清楚 。 当 它 的 RNA 进入 寄主 细胞 后 ， 分 
FARTS RAE AY ARAH A 基因 和 rep 基因 的 核 禧 体 结 合 位 点 均 处 于 二 级 结构 
中 ， 只 有 CP 基因 的 核糖 体 结合 位 点 游离 于 二 级 结构 之 外 ， 可 以 为 核糖 体 识别 而 合成 衣 壳 蛋 
白 。 核 精 体 对 OP 基因 的 翻译 冲 开 了 ?ep 基因 炉 糖 体 结合 位 点 的 二 级 结 鬼 ， 核 精 体 才能 与 之 
结合 翻译 出 RNA SRM. ERI 生命 过 程 中 , OP 蛋白 质 的 需要 量 为 3X 10 个 分 子 , 要 比 
Hi RNA 复制 的 RNA 复制 酶 用 量 大 得 多 。 当 CP BARRA ERE ERTS rep 
基因 的 核糖 体 结合 位 点 相 结 合 ， RAAT cop 基因 。 这 桩 就 避免 了 合成 过 多 的 RNA 复制 酶 
而 造成 的 浪费 。 

RNA UROTE 65KDa) 合 成 以 后 ， 便 与 寄主 的 三 个 蛋白 质 分 子 Tu(30KDa), Ts 
(45KDay, S1(70KDa) 结合 成 为 RNA SHB A. DPMS ay RNA HN 
催化 作用 ， 而 Ta AT, APRA ERMA RENTERS. 正 链 和 负 
链 的 S 末端 均 具有 tRNA 3 末端 CCA-OH 前 序列 ,因此 Pu 和 Ta 对 这 一 序列 的 识别 与 它 
们 在 蛋白 质 合 上 成 过 程 的 功能 相 类 似 。8y 只 有 在 以 正 链 为 模板 复制 负 链 时 是 所 必须 的 ,这 可 能 
是 因为 正 链 噬菌体 进入 细胞 后 只 有 这 个 唯一 的 模板 ， 8 能 够 帮助 复制 本 复合 体 识别 骏 菌 体 
RNA 上 的 特定 的 结合 位 点 。 

MMA AAR LUA CLA RNAC 正 链 ) 为 模板 复制 出 负 刍 ， 再 以 负 链 为 模 
模 产 汪 更 多 的 正 链 。 在 正 链 刚 开始 复 币 时 ;与 A 基因 核糖 体 结合 位 点 互补 的 序列 还 没有 复制 
出 来 ,这 时 伐 , 核 糖 体 就 生机 结合 上 涯 进行 翻译 , 当 结合 了 I~2 个 核 竺 体 后 ， 互补 序列 就 复制 轴 
来 了 。 核 糖 体 再 也 死 法 进行 包 评 活动 (图 8-30)。 这 就 是 说 ， 每 产生 一 个 正 链 , AM 1-24 
人 重 自 质 合 城 出 来 。 突 际 上 ， 每 个 成 熟 的 吃 苗 体 颖 粒 只 含有 一 个 分 子 的 A BEE BEE 
HL Ue RW. 

ENA LAER A AL EE ITS 调控 ,而且 mBRNA 的 二 级 结构 
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图 8-30 RNA 二 级 结构 对 于 基因 A RARE 
中 "站 位 点 "为 么 基因 祸 糖 体 结合 位 点 的 简 栋 。 
也 是 决定 mRNA 寿命 的 重要 Bee 


=. MRNA 的 寿命 对 基因 表达 的 调控 


一 般 说 来 ,原核 生物 的 zaRNA 寿命 很 短 , 大 多 铬 mRNA 的 半衰期 为 33 分 钟 ， 这样 训 
能 够 使 细菌 壕 速 适应 环境 的 变化 。 但 是 细菌 中 各 种 mRNA 在 寿命 上 还 是 有 相当 大 的 差 易 
的 。 决 定 mRNA 寿命 的 许多 因素 都 影响 到 基因 的 表达 。 

不 同 的 mRNA 有 不 同 的 降解 速度 。 近 年 来 的 研究 表明 ,mRNA 的 降解 作用 并 不 是 随机 
的 。 如 果 是 由 于 随机 的 内 切 酶 作用 而 降解 的 话 ,长 的 mRNA 分 子 应 当 比 短 的 mRNA 更 不 稳 
定 ,然而 实际 上 并 非 如 此 。Belasoo 等 人 将 吾 , colt 的 Ba 基因 (编码 B- ARER SIKH 
SERRA MRNA MER, CARADH E00, BMT ENA 
EE, 

人 们 很 早 就 提出 核糖 体 对 mRNA 的 保护 作用 ， 但 是 近来 的 研究 南明 这 种 作用 并 不 是 次 
党 mRNA 降解 的 量 要 因素 。Btanssens 等 人 比较 了 具有 不 同 的 核 精 体 结合 能 力 的 各 种 1402 
转录 物 ,发现 它们 具有 差不多 相同 的 寿命 。 

降解 mRNA 的 酶 主要 是 3/~ 外 切 核酸 酶 。 而 RNA 在 分 子 末端 的 二 级 结构 可 能 阻止 
了 3 外 切 酶 的 进攻 。 人 们 早 就 发 现 不 依 闵 于 p 因子 的 终止 子 结 物 使 其 mRNA 更 为 稳定 。 
通过 基因 融合 试验 ， 发 现 这 种 终止 子 序 列 给 融合 基因 带 来 更 大 的 稳定 性 。 凡 其 降低 终止 子 中 
寅 - 叭 吗 结 构 强度 前 突变 都 造成 mRNA 稳定 性 的 降低 。 由 此 可 见 ,终止 子 结构 的 意义 不 仅 在 
于 转录 的 终止 ， 而 且 决 定 了 mRNA 的 寿命 。 在 细胞 内 ， 决 定 mRNA 稳定 性 的 因素 可 能 
更 为 其 如， 因为 具有 不 依赖 于 p 因子 的 然 止 子 结构 的 某 些 DRNA PRETEEN. RRE 
明 ， 可 能 存在 沙县 有 一 定 序列 专 一 性 的 核酸 内 切 聊 能 够 影响 mRNA 的 稳定 性 。 最 典型 的 便 
子 就 是 和 噬菌体 int 基因 的 央 达 。 

A MEP HR dnt 基因 在 左 间 早期 操纵 元 中 。 SWALEH N 产生 之 后 ， 左 向 转录 物 I 中 
就 包含 了 int 基因 mRNA。 这 时 ，》 哄 菌 体 尚未 决定 是 簿 进入 溶 原 周 期 , AT A BAHE 
RERAN. BOK, X 唉 菌 体 在 其 生活 风 的 不 同时 期 ,能够 产生 三 种 不 同 的 但 都 包 售 int 基因 
的 mmRNA。 由 于 抗 终止 蛋白 玉 的 作用 ， 左 向 转录 物 Ia 就 越过 了 终止 子 trs 直至 一 个 很 
强 的 终止 子 处 才 终 止 转 未 。 这 祥 ， 在 已 转录 的 终止 子 ts 序列 所 形成 的 袖 - 鸣 噶 结 构 上 又 增 
添 了 一 个 附加 的 梢 - 噜 虹 结构 (图 8-31) 。 面 这 个 附加 的 栖 - 噜 吃 结 构 愉 愉 构成 RNAase 亚 的 
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识别 位 点 利 作用 位 点 《又 称 为 sib 位 点 ) ， 在 此 处 将 左 向 转录 物 I 切断 。 这 样 ， 整 合 本 
mRNA 的 3? 来 端 就 暴露 于 外 切 核酸 酶 的 锋芒 之 下 而 很 快 降解 。RNAase It 基因 突变 
(rne) a sib 位 点 的 突变 Co 都 导致 融合 酶 含量 的 增加 。 由 于 sib 位 点 位 丁 整合 酶 基因 的 
FY? HABA mRNA 的 降解 是 从 3’ 向 着 5 方向 进行 ， 因 此 i 位 点 对 于 整合 酶 基因 表 
达 的 负 调 控 又 称 为 返回 调控 (retroregulation)。 


intB Rr BR) DNA FEI 


5 一 TGATGACAAAAAAT TAGCGC AAGAAGACAAAAAT CAC CTIGCGCTAATGC TIC IGT pes 
3 一 ACTACTGTTTTTTAATCEGCGTTCTTCTGTTTTTAGTGGAACGCCGATTACCAGACA -; y 


人 ae 
NE 6 ote at fp T- —— e——------ 
- 
用 时 的 转录 终止 点 一 一 ,一 一 一 en 
+R Edhi = RNA 中 形成 发 
NA PE mee 3 Wane [RNA 
yi u 
G -v 
u A 
* c, o 
u u 
` u G 
CG 
yd vy crs 
G v poe 
v a G-¢ 
c-G 
c -6 -S£ 
u ‘u E-G 
Yeo? uns 
u-A Anu 
: v-a ATU 
. G-C una 
© 5 一 G u c 
G~¢ u G 
c-<¢ Ua 
Una u-G 
aru usa 
-- A-U G-E 
oe U~ Ura 
Y HO—YUUUU  ÇGAGACAAUGUÇ — 5" 3 一 ACUAC AUGUE =F 


a m tente 


图 8-31 《 上 ) RR A MARRET tt 和 Sib 位 点 的 DNA 序列 ， 
CET) BEE 4 MERE Bah Ls 中 ta BAR 
aib EA ERTIES: 
(ET) 从 Prd tna Bea, 


当 生 长 条 件 超 俩 A 唆 菌 栖 进入 溶 原生 长 时 ,由 于 OI RAK, A Pi eee RIE A 
BEB. BH RNA ReBRARA N RAWE, RBI tr 处 即 告终 止 。 由 于 
to 的 转录 物 形成 具有 11 PRR, MTT RP TRA mRNA 的 3 RT 
遭 外 切 核酸 酶 的 攻击 (车 8-31), ARP, 位 了 vis 基因 内 ， 因此 从 Pi 发 起 的 转录 具 能 表达 
整合 酶 基因 ， 耐 没有 切除 酶 的 产生 。， 

25 SEBS LAO GE 这 一 过 程 的 实现 需要 切除 酶 
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ade 非 刚 的 开 达 . 记 需 要 骆 合 酶 . 训 4 SE, RAM REA Pru Bat 
录 的 mRNALs 中 。 这 个 Ls IRENA Le RL, ETE sib 位 点 (因为 8 EE 
体验 合 的 附 状 位 点 ot! 位 于 nt 基因 的 编码 序列 与 sb 位 点 之 闻 ) ， 因 而 也 就 不 存在 返回 调 
He B, ARRORA La TRARRE PARE PE A, TARA YEE A 
苗 体 从 溶 原 状态 转变 为 现 解 生长 的 这 程 记 必 需 ( 见 第 十 一 窜 )。 

美 于 内 切 核酸 栈 参 与 mRNA 降解 的 另 一 个 例子 是 大 肠 杆 菌 编码 S21- 引发 酶 -RNA R 
TH o 亚 基 前 操纵 元 (图 8-18)。 这 一 多 基因 mRNA 中 ， 引 发 酶 部 分 最 不 稳定 ( 即 降解 最 
快 )。 据 认为 ,这 是 首先 由 RNA AMER RM o 亚 基 编 码 区 之 间 切 断然 后 由 外 
切 酶 从 3’ 未 端 发 生 降解 , 但 S21 A 5 亚 基 编 码 区 的 3 人 末端 均 有 发 夹 结构 ， 可 以 抵抗 外 切 酶 
前 作用 ,因而 咕 现 出 相当 大 的 稳定 性 。 再 加 上 821 基因 和 引发 酶 基因 之 问 具有 衰减 子 结构 ， 
到 而 细胞 内 核 糙 体 蛋白 质 S2, IRE RNA RAR o 亚 基 前 分 子 数 分 别 为 30 000、50 和 
3 000。 由 此 可 见 , 在 多 基因 mRNA 中 ,各 个 基因 的 表达 量 不 但 互 不 相同 , 丽 且 其 差异 也 没有 
一 个 简单 的 模式 (如 ze5 -A 那样 由 端 至 端的 基 国产 掀 依 次 下 降 ， 其 比例 为 1:05 
0.2), 

LIDE MPH E's mRNA 降解 的 内 抽 卫 二 要 是 RN Anson, TEREZ 
构 兰 征 ,而 不 是 一 个 随机 的 内 蕊 酶 。mRNA 或 经 过 RNAase m 切断 的 MRNA 片断 都 可 以 
被 2- 外 切 核酸 竹 降 解 。 就 目前 所 知 , 细 蓝 中 存在 着 两 种 这 样 的 -外 切 核酸 酶 , 即 RN Aase I 
和 多 来 核 篆 酸 税 酸 化 酶 。mRNA 中 的 终止 子 结构 以 及 与 终止 子 结构 类 似 的 发 类 结构 均 能 以 
不 同 的 程度 阻碍 8 - 外 切 被 酸 栈 对 mRNA 的 降解 。 


四、 蛋白 质 含 成 的 自体 调控 


细胞 控制 蛋白 质 基因 的 表达 ,除了 在 转录 水 平 上 控制 mRNA 的 产生 之 从, 还 可 以 通过 各 
种 花样 控制 MENA MORE. BT mRNA WORE TOR, EEEN 
RA. WHS DEAR By mRNA 的 可 翻译 性 。 这 类 息 自 质 ,就 目前 所 知 ,大 多 是 
BRENA 或 DNA)) 结 合 蛋 自 或 者 与 核酸 分 子 相 互 作用 作为 站 生理 功能 的 蛋白 质 ， 也 就 
ARLE MENA 上 也 有 其 结合 位 点 。 这 里 ， UA MEA a 
释放 因子 RF2 和 核糖 体 蛋白 质 合成 的 自体 调控 。 

1. AAAF REL 合成 的 自体 育 桩 “现在 已 经 了 解 的 对 于 mRNA 可 翻译 性 的 控制 ， 大 
SOR, DERRIEN mRNA 的 结合 。 下 面 我 们 将 要 讲 到 的 核糖 体 蛋 自 质 
合成 的 翻译 控制 就 属于 这 杰 情 况 。 然 而 , 近年 来 人 们 又 了 解 了 其 他 的 翻译 控制 平 朋 。1985 年 
人 们 所 发 现 的 RE2 对 于 自身 .mRNA BABEL API AE BAT ERO, BE RIR AE HRY JE 
mRNA 前 翻译 。 这 到 底 是 怎么 回 事 呢 ? - 

。 原来 ;RF2 这 个 340 个 氨基 酸 的 蛋 自 质 ， 它 们 的 氨基 本 密码 子 并 不 处 于 同一 阅读 和 框 中 。 

其 前 35 个 拨 渤 酸 密码 子 处 于 AUG 所 在 阅读 框 中 ，, 而 其 余 的 315 个 氨基 本 的 密码 平 处 于 +1 
疗 读 杠 中 :在 这 两 个 编码 区 域 之 闻 多 了 -个 可 ,这 个 U 与 第 26 个 氨基 琶 (Asp) 的 密码 子 GAO 
HTPC PUR TBS 所 能 识别 的 终 让 密码 子 UGA, 而 且 是 前 一 个 编码 区 的 闻 框 终止 
密码 予 (图 8-32)。 当 细胞 内 RF2 供应 充足 时 ， 当 核糖 体 A 位 到 达 第 25 个 密码 子 后 面 的 
UGA At, RE2 就 但 成 了 肽 铀 合成 的 终止 。 这 是 不 难 理 解 的 。 另 一 方面 ， 如 果 纵 胞 内 缺乏 
RF2, 风 械 糖 体 以 其 种 尚 不 知晓 的 机 制 向 前 滑动 一 个 校舍 酸 , 也 就 是 安生 了 移 枢 作用 ,名 续 合 
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成 第 26 De GE UAG, BA, UAG Bp eRe RFI 
识别 并 促成 RF2 肽 链 的 县 帮 。 钢 在 还 不 知道 ,为 什么 这 样 一 种 精 苇 的 自体 调 近 机制 只 被 RT2 
基因 所 利用 ;而 RF1 仍 钴 是 由 常规 的 连续 开放 阅读 框 编码 并 以 UGA 作为 终 目 密码 子 。RI2 
基因 表达 的 月 体 调控 可 能 与 保 皖 UGA 密码 予 的 灵活 性 有 关 。 

MALAI, ANRA RF2 mRNA 上 的 这 个 移 柜 “窗口 ” 至 少 得 保留 15 eee 
mm, Bl 5’-AGG-GGG-UAU-CUU-UGA-3’, 这 样 才能 保证 30% 以 上 的 移 框 率 。 实验 证 明 ， 
AGGGGG 这 个 类 似 于 SD 序列 的 部 分 对 于 移 杠 作用 十 分 重要 ,任何 一 个 碱 基准 代 突 变 都 使 
移 杠 效 应 降低 5 信 以 上 。 这 种 突变 可 为 168 r RNAS 来 端的 能 继续 维持 配对 状态 的 相应 突变 
所 补偿 。 这 就 表明 ， 这 一 内 部 S-D 序列 仍然 是 与 168 TRNAS? A Hi A R A OR 
{30COUQC5’) 发 华 相 互 作用 。 这 两 段 序 列 的 配对 又 是 如 何 促成 移 框 作用 的 ， 现 在 仍然 不 济 
=. 


ema 


Bia. "QuyouuhGcacouauevuta cuacgac. ,3 
NH2 -ValLeudrgeGlytyrLeu AspmyrASD， -COOH 
20 21 22 23 2} 25 26 27 28 
8-32 RF? mRNA 秘 框 窗 口 及 其 附近 的 结 冤 。0 阅读 框 的 
终止 密码 子 UGA 能 为 RF2 所 识别 而 实现 翻译 的 终止 ， 在 瞬 
DRE, SE BEE RRA 316 TRER, 
完整 的 RF2 蛋白 质 分 子 

23， 核糖 体 须 白质 合成 的 自体 调控 “大肠 杆菌 的 基因 表达 机 构 中 约 有 70 余 种 蛋 自 质 。 其 
中 核糖 体 蛋 白质 最 多 ,有 50 SM RAST HME UR RNA RAB TRARAT. 
这 些 绰 白质 合成 的 协调 控制 使 细胞 与 生长 条 件 相 适应 。 大 肠 杜 菌 中 有 许多 协调 这 些 基 因 表达 
的 桃 制 ,可 能 有 一 些 机 制 至 今 还 没有 为 人 们 记 认 识 。 

这 类 基因 均 为 单 拷贝 ,它们 混合 编组 构成 若干 个 操 级 元 , 现 将 已 知 的 六 个 操纵 元 的 组 成 情 
况 列 于 玫 8-8。 每 个 操纵 元 均 以 其 中 第 一 个 已 知 功能 的 基因 来 命名 。 每 个 操 织 元 含有 不 同 的 
基因 。 在 大 多 数 情 况 下 ,一 个 操纵 元 中 不 同 基 因 的 产物 并 不 表现 功能 七 的 相关 性 ,因为 这 些 基 
二 产物 是 在 一 个 更 大 的 整体 机 构 中 起 作用 的 。 但 是 RNA 聚合 酶 的 6 Wa B’ 亚 基 的 基因 
poB 和 +Po0) 仍 热 排列 在 同一 个 操纵 元 中 。 在 染色 体 上 ， 前 四 种 操纵 元 排列 在 一 起 (str* 
14 000bp-s10-spc-o) ,而后 两 个 操纵 元 紧密 相连 。 

绝 大 字数 核糖 体 蛋 白质 {除了 L7/LI2, 它 在 每 个 核糖 体 中 有 个 分 子 ) 每 个 核糖 体 中 只 
有 一 个 分 子 ; 因 此 它们 的 表达 必须 与 rRNA WEN. ATERAT EF-Tu, 每 个 细胞 中 Ta 
务 子 数 大 约 是 核 精 体 数 的 10 i. RNA 夷 合 醇 的 每 种 亚 基数 要 比 核 业 体 数目 少 一 些 。 册 于 这 
SAS BRR ER RAO Bh BEAL Oa ge R 
BEREN. 

在 表 8-8 的 六 个 操纵 元 中 ， 每 个 操纵 元 都 有 一 个 由 已 的 调控 蛋白 质 。 这 种 调控 蛋白 质 罕 
部 为 核糖 体 蛋 所 质 ， 而 且 都 是 在 核糖 体 中 直接 与 rRNA 相 结 全 的 蛋 和 白质。 进一步 分 析 发 现 ， 
在 这 些 mRNA 上 与 调控 蛋 和 白质 相 结合 的 岸 列 与 RNA 上 这 一 蛋白 质 结合 的 序列 有 很 大 的 
同 源 性 ,并 有 有 形状 相似 前 二 级 结构 。 二 者 都 能 与 起 调控 作用 的 核 精 体 蛋 由 质 拥 结合， 但 蜂 
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Att MAAAR MERE RET, ENA RATE ANHEE 
RHERTRRED, STORE TOTEM, WERK 
ARAPRGMALART, BARR TM ERM MED. 
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TRNA 的 结合 能 力 大 于 各 MRNA, HAU RHEE E eee Oy Al ipl ge On ata HT TS t 
TEN SET ES rRNA 结合 。 当 rRNA BE PRS 
mRNA LAE AM ER. AAA LORE S-D HEL RRR REAL A 
THREAT ASA YN ER ENE EE RS ER TTS -38, 

至 于 为 什么 在 同一 个 操纵 元 中 有 的 基因 产物 受到 控制 ， 有 的 地 不 受 控制 ? 这 主要 决定 于 
AVERT A EN 8-D 序列 。 如 果 有 独立 的 S-D 序列 , 则 不 受 调控 蛋白 质 的 控制 ,这 也 
就 是 表 8-8 的 每 个 操 纳 元 中 受到 控制 的 基因 为 什么 总 是 连 宪 一 起 的 道理 。 以 LIL 操纵 元 为 
A, 调 书 蛋白 质 LI1 与 操纵 元 中 第 一 个 基因 +7224CL11) 的 起 始 密 码 子 上 游 的 一 段 序列 结合 (图 
8-34), 从 而 妨碍 了 核糖 体 与 5-D 序列 结合 。. 由 于 Li 基因 和 TI 基因 之 问 只 有 RR 
MARLI 没有 自己 的 核糖 体 结合 位 点 ,其 翻 详 只 能 依 舍 从 11 翻译 过 来 的 核糖 体 ,因此 ,LE 
蛋白 质 对 于 LI mRNA 翻译 的 抑制 也 网 时 抑制 了 LI ANEDE 


c.G - - 
CHG ; (2128 .C-G. 2160 


Lii/Li mRNA 


235 cRNA 


8-34 ”核糖 体 强 自 质 L1 ZE 28S RNA 上 的 结合 位 点 与 lL/ILImRNA 上 的 
结合 位 点 的 比较 。 轿 中 GAGGA 为 LILI mRNA 的 S-D 序列。 
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这 里 ， 说 的 是 EN ACrRKA) 的 合 威 水 平 润 控 了 核糖 体 蛋 白质 相 因 的 表达 。 上 一 节 中 我 
们 计 过 看 白质 合成 水 平 志 过 吝 诚 于 系统 影响 到 核 蔡 琶 合 成 杉 的 表达 从 而 控制 RNA 的 合成 。 
gle ES I Ae Le i PARR AAS MY ARAE A TE BU o AE HE RT AY s M 
RENH, FARIERRI -HES 8 EAN, 


I, PERE 


MAMET AN SRA TEED FRE RENEE, 蛋白 质 合 成 受到 拖 制 , 并 由 
此 影响 到 细胞 的 许多 生理 生化 活性 ,代谢 水 平 下 降 ,生长 速度 变 慢 。 细菌 对 主 不 良 的 营养 条 性 
所 产生 的 这 一 系列 的 反应 叫做 严 澡 反 应 (siringent respomse)。 细 菌 为 了 滤 过 困难 时 期 ,在 
严 江 反应 中 关闭 许多 生理 活动 。 稳 定 RNA CtRNA 和 TRNA) 芍 合成 速度 下 降 了 19 一 20 售 ， 
Wiki RNA 合成 水 平 下 降 到 正常 状态 下 的 5~10%。 部 分 种 类 的 mRNA 合成 减少 , 但 
RNA 的 总 合成 量 减少 约 3 fo ALATA, BRR. BUR ea iy, 脂 类 的 合成 均 
明 灵 减少 。 闫 误 反 应 不 仅 调控 了 者 白质 合成 ;而且 也 调控 基因 转录 、 DNA 复制 等 许多 细胞 生 
再 过 程 。 
缺乏 任何 一 种 氨基 酸 或 引起 任何 一 种 氨 酰 基 -tRNA 合成 酶 失 活 的 突变 都 能 导致 严 章 反 
应 。 这 就 说 明 严 并 反应 的 触发 器 是 位 于 核糖 体 A 位 的 无 负载 的 tRNA。 当 这 种 无 负载 的 
tRNA 进入 A 位 以 后 , ERT A. 而 GTP 却 在 不 断 地 消耗 。 这 就 是 记 调 空转 反应 
one Teaction)。 细 胞 内 册 现 空转 反应 时 ， 就 发 出 一 种 报警 信和 号., BBE SH -5/~ BR 
二 健 酸 (ppGpp) PAT -5/- 三 磷酸 -3/- ORR (PPOP), ANEREN, HKT 
RE TENETIN 在 体内 出 现 了 两 种 异常 的 核 背 酸 ? 在 菠 层 层 析 图 请 上 的 迁移 率 与 常见 的 
BEREM, ANRZJAMI MNAI, ARTAL, REIRE PPGPP» : A 7 就 是 
pepGpp, 
ppGpp 和 pppGpp Sean mPa Ee AMER MEE ER RIAPRE 的 
SRK, ELST MA eae fk (relaxed mutants), 各 种 松弛 型 突变 位 点 分 布 在 几 信 不同 的 
基因 中 ， 共 中 大 部 分 分 布 在 rl AEH, veld 基因 编码 一 种 蛋 岂 质 , ORAS, EE 
党 情况 下 rela 基因 表达 很 少 ， 大 约 200 个 以 上 的 核糖 体 中 才 有 一 个 核糖 体 结合 有 一 个 疾 并 
AF., SAARIA. veld 基因 的 表达 反而 增加。 松弛 型 突变 除了 发 生 在 veld 基因 以 外 ， 
还 可 以 出 现在 核 粮 体 508 王 基 蛋白 质 D1) 的 基因 中 以 及 tRNA 基因 的 TWO 相应 位 置 。 这 
BHH, 生成 魔 次 的 反应 不 仅 需 要 rel BAP, MARGERY RRA LU 和 tRNA 
的 TYC Ex, relA” HAEREERE AR PPOP 和 PPPGPP， 而 只 要 加 入 严谨 因子 就 
能 合成 。 ALS RMB TOG EHRE tRNA PERR, IG LIL RRR Ee E 
Ue TY Be TS BEY LS SO KY REY A RY LH PLS AER Be AT 
BERN PPCpp 和 PPPGPP 的 合成 途径 示 于 图 8-35, 
ppGpp 和 pppGpp 是 如 何 调控 基因 转录 的 ,现在 还 不 清楚 。 已 知 ppGpp 能 够 与 RNA x 
DERA. RMN HA CRNA 和 rRNA RS RET 这 可 能 因为 这 两 种 稳定 
ENA 基因 的 启动 子 与 蛋白 贰 基因 不 同 。 在 蛋白 质 基因 中 ， 不 顾 的 基因 万 受 到 的 换 制 也 水 相 
i. RAE AW MCR. ATR ARCH IER EE 与 基因 发 生 作用 ， 很 可 能 
通过 与 某 种 因子 结合 而 发 此 作用 。 总 之 ，pPGPP 和 pppGPP 能 通过 某 种 方式 控制 细胞 的 许 
多 生理 过 程 ,以 使 细胞 能 够 适应 有 限 的 弗 养 条 件 ( 特 别 是 氮 基 酸 的 供应 )。 
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popa + arp EI pppGpp+ AMP 


SHRM ERAM, 
EF-Tu 各 BF-@ 


F 
PPG + ATP ABF poops AMP 


+ 
Pi 
图 8-35 次 肠 桂 菌 在 严 剖 反应 中 谋 班 生成 途径 。 
SARERERRE, Ree 

前 而 我 们 已 经 讲 过 , 当 细 网 的 碳 源 殿 应 不 是 时 ,细胞 内 产生 AMP, 25 2 pig 52 2) $3 BER YL 
RET He PPGpp 和 pppGpp。 这 些 非 同 寻常 的 代谢 产物 能 够 影响 某 些 蛋 白质 和 酶 
的 活性 或 性 质 ， 从 而 设法 解决 细胞 所 溢 到 的 问题 。 这 些 非 同 寻 当 的 代谢 产物 ， 我 们 称 之 为 报 
警 素 (alarmonmss)。 细 胞 内 可 能 存在 着 许多 报警 素 。 近来 人 们 在 原核 细胞 和 真 核 核 细胞 中 都 
已 发 现 双 腺 苷 四 磷酸 (4APpppA)。 当 原核 细胞 内 tRNA 短缺 时 ， 由 氨 醚 基 -tRNA 合成 栈 催 
化 产生 Apppp 丰 。 真 核 细胞 中 当 复 制 义 停 顿时 也 会 产生 AppPpA。APpppPpA AERP RMI: By 
DNA RAW a 的 活性 以 促进 DNA 的 合成 。 


SUH DNA 序列 重 排 对 基因 转录 的 调控 


在 少数 细 曾 中 ， 某 些 基因 的 表达 与 DNA 序列 的 重 排 有 关 。 这 方面 研究 得 较 多 的 是 鼠 伤 
RPT RM REA A, 

沙门 民 效 的 打气 蛋 自由 两 个 不 同 的 基因 Hi 和 H? 所 和 编码。 一 个 细 六 中 若是 由 互 1 基因 
表达 产生 Hi HSE SMA 1D chase D; 若是 也 H2 基因 表达 产生 H2 型 次 
毛囊 自 ， 则 细 兰 处 于 I 相 (phase 1), WF IR 工 楼 细 苗 在 进行 细胞 分 裂 时 ， 以 171000 
前 闫 率 产生 另 一 相 的 后 代 , 这 个 过 程 就 叫 艇 相 变 (phase Variation), 

Hi 基因 利 H? 基因 位 于 染色 体 上 的 不 同 区 域 。 已 3 基因 与 另 一 个 编码 五 1 BE 
白 的 基因 +41 紧密 连锁 ,这 责 个 基因 协调 表达 。 当 2 基因 表达 时 ,7h1 也 同时 表达 ,rzl 基 
因 产 物 就 阻碍 了 互 1 基因 的 表达 。 当 H? 基因 不 表达 时 , h ETEK, 这 时 H1 基 央 就 下 
ik. BK eT ET 五 2-rhl 转录 单元 是 否 表 达 (图 8-30), 

五 2-7hl 转录 单元 是 否 表达 是 受到 其 上 游 一 段 DNA 序列 的 排列 方向 记 控 制 。 这 段 DNA 
序列 为 995bp, 其 两 半 各 含有 一 段 Mbp 长 的 倒转 重复 序列 (LTRL 和 IRR), H2 基因 的 起 始 
密码 子 与 这 如 995bp 的 DNA 序列 相册 ISbp, 但 雇 动 子 位 于 995bp RARER. FER BP 
列 中 ， 有 个 基因 叫 艇 hin 基因 , 其 蛋白 质 产 物 襄 以 催化 这 段 995bp DNA 的 个 位 (图 8-37), 
当 启 动 子 序列 朝向 A? ent Mehl 转录 单元 表达 ,而 基因 石 1 不 能 表达 ,细菌 处 于 了 工 相 
(图 8-37 上 )。 当 995bp 序列 个 位 后 ， 启 动 于 移动 到 男 一 头 , 而 有 背离 H2 基因 ， 因 此 Hz- 
rh 转录 单元 不 能 表达 ,这 时 HI 基因 表达 , 细 获 就 处 于 工 相 (图 8-37 下 )。 关 于 倒 位 的 机 制 
将 在 第 十 一 音 中 靖 述 。 

在 人 工 培 养 基 中 坐 长 的 沙门 氏 菌 ， 其 工 租 和 I 相 并 无 什么 生理 上 的 差异 。 相 变 的 意义 
在 于 和 逃脱 窜 主 抗体 的 进攻 。 例 如 细 兰 侵 染 寄主 时 处 于 T, 则 产生 H REE, FER 
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可 能 针对 H1 型 蛋 负 而 制造 抗体 ， 耐 纲 苦 利 用 相 变 的 手段 产生 1/1000 的 AAR. 又 


可 以 在 寄主 笨 内 生存 和 繁衍 。 
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2 要 


Rh aS Pease han, SRI ke, 它们 必须 不 断 地 调整 各 种 不 则 基 
和 达 以 过 应 营养 条 件 和 应 仁 各 种 不 利 的 物理 化 学 因素 。 REA MALE RAM RRS 
上 ， 在 其 它 水 平 上 也 常 出 现 各 种 不 同 的 调控 方式 。 上 

根据 焰 纵 元 对 调节 过 白质 的 响应 情 况 ， 可 以 区 轩 页 控制 系统 和 正 蓉 市 录 统 。 当 加 入 调节 
时 白质 后 基因 表达 活性 被 关闭 的 控制 系统 就 叫做 负 控 制 系统 ， 其 调节 蛋白 质 称 为 阻 坦 爱 白 9 
当 加 入 调节 爱 和 白质 后 基因 表达 沙 性 被 开局 MEMRAM REE RR, RUPE SARA 
无 辅 闫 话 导 咎 白 。 根 据 操纵 元 对 于 能 调节 它们 表达 的 小 分 子 的 应 营 反 应 的 性 质 ， 可 以 多 分 可 
IFAR Ai TIE AA 小 分 于 物质 可 以 开 庆 THERM EHR RA BA 

PF oR TARE TORR LURES Rie. o, 

Jacob 和 Monod 根据 对 lae Z, Y, ARB EEKE, FIL Fa TANAR 
ERRAR MAALAA S mA RB fe RO ie RPE A 
HAMAR R YR, EDR RRR REF. MUR AE GS RE 
SMR OAT RHE A RRA MRNA, mAP ALTAS eS OSM fe be Me 
SOSERFHRS, BRAMEN i REGGE TERE ANARD 

LARA AE ey AN AE TA TH S PEMA, ERa AAA a Ri 
Ac PeFRERY ALARA THEM, MRR ARPS ORR AIA AiE 
讽 的 驱 重 动能 8 BABRALA-T REM. RA, GRAMRAE ERN LOR 
SH WSA- RHEE, MeLRRL ALAR TOE, SURRY. AS LREN 
ude RRO LO, EA AML BE OBOE AS 

RHLMVEZERAMSA A, BAMRAA HBR MAM RM. | 过 证 对 
序 调 锭 ， 大 多 是 通过 一 种 或 几 种 蛋白 质 与 RNA RSRMLGAGE MY, RH HAL 
SHRP oe PEGE, KMHAREMRAOAL, ARR LE, KBB 
启动 子 Pp 和 PLHRNF, AH, EA RNA RARR EI wo T7 哎 菌 体 的 第 正 -组 和 第 
ELS TLE- 

REALAGE, BRLAPMELRRM ER, RARE RAT A 
础 。 表 减 子 调 控 的 实质 是 以 翻译 手段 调 榨 基因 的 转录 ,也 就 是 通过 某 神 机 制 影响 核糖 休 与 
RNA ROMA MRNA 上 的 丰 对 往 置 从 而 控制 终止 子 的 二 级 结构 是 否 形 成 或 形成 的 二 组 结 
HMO, CRY ARRARERO ARNAR RATH H. 

RREY, MEKPLAR LATS SL OWE, RA RNA 通过 与 mRNA 的 S- 
DARA ARERATE AS A, AMAT MRNA oH. SAX RNA 的 作用 
fat, MRNA STAA TA oh ot a A a BP ob FF Ag SE A, MRNA 69 
HIASGRHSR, APHREAMMRNANR ORAS Re OOF, ET RNA 二 级 
TUBA mRNA OTE, REAM eS RmRNA 结合, Rad al 
SLADE MAD MRR o 如 释放 因子 RF2 和 RRS OH A, AM titip, 3 
ARRBAAUtRNA BAA LSRMOER RE RET PRATHAL Me EA ie 
BE sie LVAD AR ho WE AG A DA A eB HE Dn 

上 原核 生 物 中 还 有 以 DNA CHO AABA RRR, ROR AROHLE GRR 

& tone 
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第 九 章 真 核 生物 基因 表达 的 调控 


a mM 


一 、 真 核 生物 基因 调控 的 转 点 


真 校生 物 基因 表达 的 调控 系统 比 起 原核 生物 有 很 大 不 同 。 首 先 ， 真 核 生 物 的 基因 数目 比 
原核 生物 的 多 ,大 多 数 基因 都 含有 内 元 。 基 因 组 中 除了 组 成 基因 的 DNA 序列 外 还 有 各 种 非 
编码 的 功能 尚 不 清楚 的 重复 序列 和 单一 序列 ， 这 些 序列 对 基因 表达 可 能 带 来 影响 。 真 核 生 物 
DNA 与 组 盘 当 形成 粮 修 体 结构 ,同时 还 与 许多 非 组 蛋白 结合 ,这些 组 蛋白, 非 组 重 白 , 核 小 体 
的 组 织 状 态 及 核 小 体 的 超 螺旋 结构 等 也 都 影响 到 基因 活性 。 ` 

. 真 核 生物 中 ， 转 录 和 勒 译 分 列 在 细胞 核 条 细胞 质 中 进行 。 这 排除 了 类 似 于 原 接生 物 误 减 
作用 存在 的 可 能 性 。 不 过 绝 大 岁数 真 核 生 物 mRNA 的 形成 都 要 经 过 拼接 加 工 ,细胞 可 以 通过 
决定 mRNA 前 钵 的 加 工 与 委 以 调控 基因 表达 。mBRNA 形成 后 ,要 输 进 绍 胞 质 才 能 翻译 产 符 蛋 
自 质 。 真 核 生物 的 mRNA 寿命 较 长 ,这 又 为 翻译 水 平 的 调控 提供 了 较 大 的 余地 , 所 以 ,和 原核 
生物 主要 在 转录 水 平 上 进行 调控 的 铺 况 相 比 ， 真 核 步 物 基因 者 法 的 调控 活动 范围 更 大 ,包括 
DIVA 水 平 (基因 拷贝 数 和 重 排 )、 转 录 水 平 .转录 后 水 平 (RNA 加 工 向 运输) 翻译 水 平等 许多 
其 次 的 调控 。 然 而 , 真 校生 物 和 原核 生物 一 祥 , 转 录 水 平 的 调控 是 最 主要 的 调控 。 

绝 大 多 数 真 接生 物 部 是 多 细胞 的 复杂 有 视 体 。 由 一 个 受精 噶 开始 ， 罕 个 体 发 育 这 程 中 逐 
步 分 化 产生 各 种 组 织 和 细胞 类 型 。 分 化 是 不 同 基因 表达 的 结果 。 在 正常 异 况 下 ， 一 个 个 体 的 
各 种 细 胸 类 群 总 是 按照 一 定 的 “计划 ?不 断 进行 严格 的 调控 ， 关 团 某 些 基因 ,开启 呐 一 些 基因 ， 
使 个 体 发 育 得 以 硕 利 进行 ! 面 到 了 一 定时 期 ， 在 大 老 数 细胞 中 分 裂 和 生长 停止 ， 它 们 只 需要 
维持 让 已 。 所 以 ,不 同 细胞 的 基因 表达 依 类 型 不 同和 太 处 发 育 阶 段 的 不 同 而 异 ,这 和 有 原核 生物 
可 一 命 作 缁 欧 内 基因 表达 基本 一 致 ( 若 有 差异 亦 均 属 偶 然 ) 的 铺 况 不 同 。 

真 核 生 物 对 处 界 环 培 条 件 变化 的 反应 也 和 原核 笃 晨 二 处 不 同 。 同 一 客体 的 原核 生物 细 忠 
处 栓 阅 样 的 孙 境 茶 件 作 用 下 2 对 环境 条 件 灾 化 的 反映 基本 一 敏 , 面 多 细胞 真 核 生 物 的 不 同 继 胞 
在 同样 环境 条 件 下 可 能 有 很 不 相册 的 反应 ， 只 有 一 部 分 或 很 少 一 部 分 细胞 的 基因 表达 直接 受 
到 某 一 环境 条 件 变 化 的 影响 和 控制 ， 其 它 细 胸 的 基因 表达 或 是 间接 地 受到 影响 ， 或 是 基本 上 
不 受 影 响 。 真 核 生 物 的 这 一 特点 保证 它 的 许多 主要 器 官 或 组 织 在 千变万化 的 环境 下 维持 正常 
的 功能 。 

应 该 指出 的 是 ， 过 去 对 真 核 生物 基因 表达 的 研究 远 远 不 如 对 原核 生物 的 研究 。 其 中 的 原 
ESA, 凌 核 生物 基因 组 成 和 形态 结构 复杂 ， 难 以 直接 鉴定 基因 产物 和 基因 控制 的 生化 过 
程 ; 淮 以 直接 选择 由 影响 调节 基因 的 突变 笨 ;难以 站 接 通 过 改变 外 界 环 境 条 件 来 研究 分 析 基 基 
表达 的 变化 ;难以 直接 进行 基因 操作 等 等 。 然 而 这 些 困 难 已 经 通过 重组 DNA 技术 ,组 织 培养 
技术 ;定向 诱 变 技术 等 新 技术 的 广泛 应 用 而 逐步 得 到 克服 。 


二 、 活 碰 索 达 基 因 的 数目 
为 研究 真 核 生 物 的 基因 表达 ， 汉 必要 对 一 个 特定 细胞 类 群 中 正常 表达 的 基因 数 有 一 个 粗 
43326 


maith, 

用 RNA 饱和 末 交 试验 (RNA saturation hybridizaiion) WLORA ELPA A DYA 
PRET MRNA RARS EDR RDR EATI DNA AS fg at MRNA 混合 ,使 每 
个 与 mRNA 互补 的 DNA 序列 寿 能 有 机 会 和 MRNA 形成 双 链 杂 合 体 。 这 种 染 交 又 叫 RNA- 
驱动 的 杂交 (RNA-driven hybridization) 。 杂 交 程度 为 所 用 RNA 深度 和 反应 时 间 的 乘 和 
(Rot) HA. Row A, BERR ME, LATA, E 9-1 为 海胆 9, purpuratus 非 重复 
DNA FMB BS RABE E mRNA 杂交 的 情况 。 当 Rot it 300 8, 2M TAL KK 
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Rot 


9-1 F S- pur purotus JER DNA 和 过 量 原 
ABI mRNA 的 饱和 过 交 结果 

HA 1.35% WEER DNA 和 RNA 形成 杂 合 体 。 册 于 DNA 只 有 一 条 链 和 其 RNA 产物 互 
补 。 房 以 上 例 mRNA 群体 代 央 2.7% 的 非 重复 DNA 序列。 海胆 的 DNA 总 量 为 8.1x 
103bp, 其 中 非 重复 DNA 占 75%，mRNA 群体 所 代表 的 DNA Pps 0.027 x 0.75x8,1x 
16%=1.7x 10 bp, EAX mRNA 群体 的 平均 长 度 为 2 000 Beak, WA 1.7 x 107/2000 = 
8 5004-3 FE Ia Ba RAM NET Oh Gh PG BR EIR ES 

” 用 上 述 方 法 测 得 , 醇 民 中 约 有 4 000 个 基因 表达 ,高 等 真 核 生物 的 体 细胞 中 约 有 10 000~ 
15 000 基因 表达 。 由 于 DNA 中 个 在 闭 序 列 相同 或 相似 的 重复 基因 家 旗 ， 上 述 伯 和 试验 中 形 
成 的 DNA-RNA 杂 合 体 可 能 包括 了 没有 转录 的 序列 。 使 佑 计 的 表达 基因 数 自 偏 高 。 为 了 监 

定 这 一 点 ， 可 以 把 DNA-RNA 杂 合体 中 的 DNA 提取 出 来 用 于 DNA 杂交 试验 中 ， 看 看 这 些 
DNA 的 0otyys 值 是 否 和 非 重复 DNA 的 Cots, 吻合 。 这 种 鉴定 方法 电 伍 回放 试验 (Play back 


ssperiment), 


=, SARBNABKE: EE mRNA 和 稀少 MRNA 


EMS AT TRIE ATI. IRA, Rea > BPO EE 
ERREARI? 这 可 以 通过 RNA 驱动 的 动力 学 杂交 试验 分 析 E 9-2)。 首 先 将 mRNA 
群体 提取 出 来 并 作为 模板 在 RNA 逆转 录 酶 的 作用 下 合成 与 mRNA 互补 的 cDNA。 由 于 
?DNA 直接 由 mRNA 合成 而 来 , 某 种 mRNA 在 群体 中 的 频率 越 高 ,由 它 产生 的 cDNA 在 群体 
中 的 频率 也 就 越 高 ,在 DNA 和 过 量 MRNA 的 杂交 中 就 越 容 易 形 成 杂 合 双 链 。 这 和 DNA 杂 
交 中 高 度 重复 序列 容易 仅 性 的 原理 一 样 。- 一 般 把 某 一 eDNA 组 分 半数 的 分 子 与 mRNA 形成 
双 链 杂 合 体 记 需要 的 Rot (Any Rots, it Lee RNA 的 Rota 值 和 对 照 ( 标 记 )RNA 的 
Rotua 值 ， 可 以 得 出 这 个 RNA 组 务 的 复杂 长 度 。 一 般 常 用 珠 蛋 白 cDNA-mRNA 的 杂交 作 
为 对 时。 
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| 测定 cDNA 的 杂交 程度 作为 Rot 的 函数 | 


图 9-2 过 最 mRNA 和 cDNA 厅 交 测定 mRNA HAIL TR 


待 测 RNA 复 杂 长 度 eM) RNA 的 Rota 
珠 蛋 白 mRNA 复杂 长 度 BEA MRNA fRot a 
这 里 的 计算 原理 和 方法 都 十 分 类 似 第 三 章 中 用 比较 Cot 对 DNA 复杂 长 度 的 计算 图 
9-3 WHE mRNA 及 其 DNA 的 杂交 情况。 在 本 试验 中 ， 廊 用 的 对 段 为 提纯 的 鸡 贸 清 


eDNA RRA SR 
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图 9-3 WRN SLE MRNA SH cDNA 杂交 的 动力 学 


RE mRNA 和 cDNA。 它 们 的 长 度 为 2000 BIE, Rota 值 为 0.0008。 从 图 到 -3 AL My 鸡 
NF MRNA 包括 了 三 类 不 河 的 组 分 , 最 完 杂 交 的 部 分 Roti s 值 约 为 0.0015。 占 了 多 部 
mRNA(eDNA) 的 大 约 一 闪 。 如 果 把 这 个 组 分 提纯 单独 进行 杂交 试验 ， 所 观察 到 的 Rots a 应 
该 是 0.5x0.0015 = 0.00075。 这 和 作为 对 照 的 纯 孵 清 蛋白 mRNA 的 Rota {i 0.0008 非常 
相似 。 事 实 上 这 个 组 分 正 是 饰 清 蛋 自 mRNA, RRMA mRNA 大 约 占 了 
i mRNA 的 一 半 。 
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接着 杂交 的 了 NA 组 秃 约 占 了 全部 RNA 的 154, Rota fy 0.04, RER RAH 
分 的 实际 Rots, 应 为 0.15x 0.04=0,006， 其 复杂 长 度 为 2000x0.006/0.0008=15 000 Be 
基 。 大 概 相 应 于 7~8 种 平均 长 度 为 000 BEM mRNA, 

最 后 复 性 的 组 分 占 全 部 RNA 的 3546, Roha 值 为 30。 著 经 提纯 H Rota 值 应 为 0.35 
x30=10.5, 与 之 相应 的 复杂 长 度 为 2000x10.5/0.0008 = 26 000000 碱 大 。 这 相应 于 13 000 
种 平均 长 度 为 2 000 RER mRNA, 

从 上 面 分 析 可 知 ,在 鸡 输 孵 管 组 织 的 mRNA 中 ,大 约 有 500 HRA mRNA ;另外 的 
Y 一 8 fh mRNA HTH 15%, WATA 35% 包括 了 大 约 13 000 tmRNA, hea A, 辐 一 
组 织 中 不 同 种 类 的 mRNA 在 拷贝 数 上 差异 一 定 很 大 。 如 果 知 道 了 一 个 细胞 的 mRNA BA 
坚 ; 可 以 中 过 计算 求 出 某 一 组 分 mRNA 的 平均 数目 或 丰富 度 (abundance), 

丰富 度 = SERN mRNA SGD x AYR RNA 组 轨 的 百分比 x6x10* 
待 测 组 分 的 复杂 长 度 ( 道 尔 顿 ) 

仍 以 图 9-3 Ho, Neh ea A mRNA 0.275pg。 对 于 第 一 组 分 MRNA 
(WOE mRNA) 来 说 ,每 个 细胞 中 约 有 ,100 000 EM, 而 对 于 第 二 组 分 的 7~8 种 mRNA 
来 说 ,每 一 各 在 每 细胞 中 约 有 4009 FON 而 对 于 第 三 组 分 的 13 000 种 mRNA 来 说 ， 平 均 每 
一 种 大 约 只 有 5 个 拷 足 。 

绝 大 多 数 真 核 生物 特定 组 织 中 MRNA 的 存在 状况 都 和 上 述 鸡 答 久 管 的 例子 相似 ( 明 然 
不 是 那么 极端 ), BAM CRB] 100 种 ) mRNA 可 达到 数 干 其 至 数 万 拷贝 。 它 们 往往 占 了 全 部 
mRNA 的 一 半 庆 至 更 多 。 这 类 mRNA MAER mRNA (abundant mRNA ) 或 优势 RNA 
xX sùperprevalontem RNA RYS E A HS EG RNA .和 第 二 组 汾 MRNA BE g 
mRNA。 嚼 一 方面 ,许多 细胞 中 约 一 半 的 mRNA 包括 了 数 千 甚至 上 上方 种 ,每 种 mRNA 的 持 贝 数 
天 多 在 10 以 下 , 它们 叫做 稀少 mRNA (scarce mRNA) 或 复杂 mRNA (complex mRNA), 
ERNA 性 利 杂交 试验 中 ， 正 是 这 类 稀少 mRNA WaT DNA 的 杂交 。 

通过 动力 学 杂交 试验 计算 的 mRNA 种 类 数目 可 能 比 实际 的 小 些 。 因 为 可 能 某 些 合 量 过 
{Ei MRNA 未 被 测 出 。~- 般 把 用 这 种 办 法 得 到 的 数目 作为 实际 MRNA HARA PR, 而 
把 通过 前 面 ( 妇 图 9-1) 记 述 的 饱和 试验 所 售 计 的 mRNA 数目 作为 上 限 。 这 样 , 鸡 输 孵 管 中 约 
有 13000~15000 种 mBRNA。 


o, PREUSSE 


RAAE iy Bw A Re Hs EAT 10 000-~ 20 000 个 ,例如 通过 饱 利 杂交 试验 测 
$9 UT BER Be TA SE PE A PALS 000, Ze ERA AT 009。; 这 些 基 因 在 不 同 组 织 
Hy Oe Fe AY CORA, 多少 基 组 织 特 蜡 性 的 呢 ? 

EE ZEA mRNA 占 了 全 部 的 20 锡 ， 而 在 肝 细 胞 中 这 种 mRNA 却 根本 不 存 
E. MU, 若 从 绝对 质量 来 说 、 这 两 种 组 织 的 MRNA 至 少 有 一 半 不 同 。 但 现在 的 问题 是 要 求 
出 mRNA 种 类 在 这 两 种 组 织 的 不 同 , 这 里 除了 包括 为 数 不 多 的 丰富 mRNA Sh, LE 
HAD mRNA, 

现在 尚 不 能 对 组 织 中 mRNA 的 重要 情况 进行 直接 测定 ， 但 可 以 用 间接 的 方法 估计 。 常 
常 采用 的 一 种 方法 是 加 性 饱和 杂交 试验 。 用 汐 非 重复 DNA 序列 分 别 与 来. 自 肝 和 输 孵 管 的 
mRNA Ae, 能够 矢 与 杂交 的 部 分 分 别 占 非 重复 DNA 的 2.05 负 和 1.80%。 假 车 这 两 个 
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mRNA FABRA DNA 序列 完全 不 同 , 则 它们 混合 庶 该 能 够 和 2.08% + 1.800 = 3.25% 
HOA, DNA RIRA, TSAR LI TBE 2.495, 演说 明 在 睹 细胞 中 表达 而 在 给 钼 
管 中 不 袁 还 的 基因 数目 约 为 17 000 x (2.4 1.8)/2.05225 000; 在 输卵管 中 表达 而 在 诗 绝 及 
中 不 表达 的 基因 数目 为 二 000 x (2.4—2.05)/1.80%3 000, JE 12 000 种 基因 在 两 种 组 织 
PR. E 

测定 不 局 组 织 活性 基因 重 毒 情况 前 另 一 种 方法 是 用 来 自 一 种 组 织 的 过 景 mRNA 与 非 重 
复 DNA 杂交 。 凡 能 与 mRNA 杂交 的 DNA 序列 叫做 mDNA。 然 后 把 参与 杂交 的 mDNA L 
分 和 未 参与 热 交 的 无 效 DNA DNA》 组 分 分 并 。 分 别 用 它们 与 来 自 第 二 种 组织 的 过 芭 
mRNA 杂交 。 mDNA 中 和 第 二 种 mRNA 杂交 的 百分比 代表 了 在 两 种 组 织 中 部 表 达 的 巷 因 
CHB EAD Way E MEA DNA 中 利 第 二 种 mRNA 杂 实 前 百分比 则 代表 了 在 第 一 种 组 织 
"HAR SATO AES PARRA AE 

通过 这 些 方 法 利 其 它 方法 ,表明 一 个 组 织 中 的 王宫 mRNA 在 号 一 个 组 织 中 往往 仅 作为 稀 
D mRNA 而 存在 或 甚至 不 存在 。 一 般 来 说 。 晴 乳 动物 某 一 细胞 类 型 中 只 有 10% 的 mRNA 
序列 是 该 细胞 类 斑 所 特有 的 。 另 外 的 00% MRNA 序列 在 茶 些 其 它 的 细 胞 类 丽 基 至 在 也有 的 
细胞 中 同样 存在 。 这 就 是 说 ， 咕 乳 考 物 ( 其 它 高 等 真 以 生物 也 可 能 如 此 ) 各 类 不 同 的 细胞 中 沟 
有 相间 的 一 组 基因 在 表达 。 这 组 基因 数目 约 在 10 000 左右 。 由 于 它们 功能 对 于 每 个 细胞 都 必 
fio AULA REM BLES (house keeping) 基因 ;同时 ,不 同 细胞 类 型 又 往往 有 种 类 不 多 的 只 在 
该 待定 的 纺 胞 类 型 中 表达 的 基因 ,这 些 基 因 有 了 时 丸 叫 奢 化 (luxury) 基 因 。 尚 不 知 在 各 种 类 型 
细胞 中 小 达 的 帮 修 基因 的 总 和 ,有 人 估计 可 能 超过 持家 基因 的 数目 (10 000), 但 不 会 超过 它 的 
2~8 稍 。 | | 

由 于 持家 基因 和 君 侈 切 因 在 各 种 细 息 类 型 中 的 功能 ,表达 范围 和 表达 强度 不 同 , 因此 , Al 
胞 对 这 两 大 类 共 因 调控 的 途径 和 澡 抽 也 可 能 不 同 。 在 个 体 发 育 过 程 中 ， 表 达 的 基因 数 上 月 逐步 
减少 。 Ain, WAS Sy 18 000 种 mRNA, EERE AF 19000 种 ,在 原 肠 胚 阶段 为 
8 500 种 ,到 了 幼虫 阶 眉 ,只 剩 下 7000 种 mRNA。 更 有 其 者 , 在 某 些 高 度 特 化 前 组 级 中 表达 
的 基因 数目 就 更 少 了 ,例如 成 体 海胆 的 管 是 和 肠 等 组 织 中 , 表达 的 基因 数 自 内 有 2 500~3 000 
各 了。 实验 表明 ,用 胎 后 期 表达 的 基因 ,其 大 多数 在 中 胎 早期 也 是 表达 的 。 


五 、 耳 胎 分 化 过 程 中 寡 可 能 存在 做 相 对 简单 的 分 于 开关 


UL REE GP Rik, Mi AAEM, By Be fe os oe 
(Antennapedia) (RG RORIRS. FSA, RAS IEA AE ae N, MER 
的 位 置 却 完全 不 同 。 这 种 现象 称 为 同形 异 位 现象 (homeosis)。 可 起 同形 异 位 现象 的 突变 则 称 
为 同形 蜡 位 突变 (homeoftic motationg)。 如 触角 脚 突变 就 是 一 类 间 形 异 位 突变 。 在 触角 脚 这 
类 同形 异 位 突变 中 ， 有 些 效 应 较 弱 ， 只 引起 触角 的 末端 部 分 转变 为 脚 的 相应 来 端 部 分 OR 和 
HD, WRAP AT. PRE AEM RM (Aristapedia), 许多 船 角 脚 突变 
RAH ARR Gei, Ai, RA), EY SE 3 BREA h 84 B 
带 。 


触角 脚 突变 的 存在 ， 说 明了 少数 基因 的 产物 可 以 辛 制 怨 角 -眼睛 这 一 肽 挫 中 相关 细 胞 的 

分 化 发 育 ! 让 脚 突变 划 说 明了 不 同 的 调节 蛋白 质 或 少 几 种 洞 节 蛋 扫 质 的 不 同 组 合 可 以 控制 不 

PUES ee A DT RE ROME TH, TR A 
+ 856 » 


大 同形 蜡 位 基因 锐 , 一 个 虽 和 ANT-Q (antennapedia complex) , 8D fd, Sor, fie Anipp > 
ER 5-0] BX-Ccbithorax com- 


plex) , 435 Ube, abd-A,abd-B 三 个 互 BX —€ 
Uba oak dA 四 


补 群 ,每 今 互补 群 包含 一 全 以 上 的 基因 。 
上 上 述 的 同形 异 位 基因 都 含有 高 度 保守 的 
180 (REY DNA FEL BEE 
器 的 60 TAAR. 这 高 度 保守 的 180 
AHERE DNA 序列 就 叫做 同形 异 位 
JE (homeobox)。 后 来 人 们 发 观 非 洲 爪 
URE hy EH ech a ARR 
SRB HE, HIBS 
BADEN APE ee REK 
作用 。 现 在 已 经 知道 ,这 些 同形 异 位 基因 
所 编 治 的 蛋白 质 都 是 区 域 特异 性 的 转录 
AT. SURAT Eak 
DPR SA, FANT. 
C fi BX-C 所 影响 的 各 个 部 位 如 图 9-4 
所 示 。 面 ANT-O 中 的 fis ab REHE LAEE A 
节 分 化 基因 的 一 个 成 员 ; 如 果 Jfiz 熙 因 突 Did Se fr Anp 


3, MUS RE BRC KTT, A1,A3, A5, ANT —C 
AT) 的 局 兴 部 和 “奇数 ” 体 节 CT1, TS, 图 9-4 SGI ANT-C 和 BX-C 
Az, A4,A5,A8) 的 前 半 部 的 缺失 。 这 类 所 影响 到 的 各 个 部 位 。 ANT-C 中 
转录 因子 中 的 同形 异 位 框 与 DNA 序列 Huts 基因 则 作为 体 节 分 化 基因 的 
的 相 所 作用 视 制 将 在 第 十 党 中 讲述 。 一 个 成 员 而 起 作用 


第 二 节 “DNA 水 平 的 调控 "~" 
—, BAER 


Esp Ret LR, T LOEN EAH PT Ae PRR E RERED, 
HL BAERS MAR, TES RN EI BH, AE 
IHEP He a at oy Ae OW — i ae gs e 2 

Ey blob BEE 2a pa DA EK (2n = 2) ee aK RE ae we A ANE 
RAT ARE BER AR DR ERG PRE TE EE SE 
HBC HE DEFT Bl — EBUR ER De a) As Pe A ae a Be PE, Pe BE 
i REAR YO, EE BUEN ARABAR RT A Be 
不 盒 着 丝 点 ;它们 因 不 能 在 细胞 中 正常 分 配 而 丢 尖 。 在 将 来 形成 生殖 纲 胞 的 细胞 中 ,不 存在 染 
色 体 破碎 现象 。 : f 

是 前 在 高 等 真 核 生物 (包括 动 、 厢 物 ) 中 尚未 发 现 类 伏 的 基因 丢失 现象 。 由 于 许多 生 先 各 
头 不 彤 的 绍 几 或 细胞 核 都 具有 经 过 去 分 化 和 再 分 化 而 必 育 盟 完 整个 体 的 潜在 能 力 ， 说 明 这 些 

= 337” 


襄 胞 翌 内 保存 了 个 体 发 育 万 必须 的 全 部 基因 。 这 种 能 力 称 为 全 能 性 (totipotency) 
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BAT SAAR REZANE ee LR, Ee 
AALER TENTH ALSHEAEP ON WARS. CAMPO A 
HA a ais rRNA 基因 (rDNA) 的 扩 增 。 

SES RES tk Aga rDNA 将 贝 数 约 有 500 仿 ， 而 在 孵 母 细胞 中 的 捞 员 数 约 为 3000000 
个 ， 增 加 本 《000 倍 。 这 些 rDNA H TRE PINEAU DNA 的 75 免 ， 可 以 用 来 转录 合成 儿 
发 期 所 需要 的 101? Bk, AH rDNA RETE 重复 串联 在 一 起 ， 形成 核 仁 组织 
区 。 扩 载 后 ,新 形成 的 rDNA 并 不 是 以 一 条 长 链 rDNA 串联 重复 的 形式 出 现 ， 而 是 以 一 个 个 
EPR DNA 小 分 子 的 形式 出 现 。 这 些小 分 子 含 太 的 rDNA 措 臣 数 多 少 不 等 。 绝 大 多 数 含有 两 
个 以 上 的 兰 贝 。 试 验 表 明 ， 和 基因 组 rDNA EP RNS AMBER KDR-EW RK, F 
一 种 环 状 DNA 分 子 中 各 措 由 前 闻 络 大 小 完全 一 致 ; 但 不 同 环 状 rDNA 分 子 的 问 陋 区 大 小 各 
不 相同 ,这些 情况 表明 , 同 种 环 状 rTDNA 分 也 可 能 都 来 自 基 因 组 上 的 一 个 rDNA BEL, rDNA 
扩 增 的 分 于 机 制 还 不 太 清 楚 ， 一 般 认为 在 扩 增 中 基因 组 上 的 一 个 DNA 重复 单位 (包括 转录 
区 和 间 有 区) 被 切除 下 来 且 两 头 连 接 成 环 ,然后 再 以 这 个 环 状 BNA 单位 为 模板 ， 进 行 滚 环 
复制 ( 见 第 三 章 )。 应 该 指出 的 是 ， 基 因 组 中 不 网 TDNA4 重复 单位 的 扩 增 频率 是 不 同 的 , 有 的 
重复 单位 不 扩 增 。 扩 增 一 般 在 入 细胞 成 熟 时 停止 ， 所 合 咸 的 rDNA 开始 逐渐 降解 。 当 受精 久 
经 过 几 轮 分 烈 产 生 数 百 个 组 胞 后 ,这 类 染色 体外 的 rDNA 便 完 全 消失 。 

除 工 述 在 正常 情况 下 因 发 育 需 要 而 出 现 的 基因 扩 增 外 ， 外 界 环境 因素 也 可 能 造成 基因 扩 
W. PAM, — ANT ER OHER) H ed AS RE (methotrexate) 处 理 离 体 培养 的 细胞 
系 , 可 以 使 这 个 酶 结构 基因 Ch fr 扩 增 达到 40~400 YE, TE RPE EARRA 
HU APM TE MP Rn AJr RATS RD 
两 大 类 ， 一 类 是 稳定 系 (3table lines), HGRA IAPR, PRIN dh fr eB AKI TE 
在 ; 另 一 类 是 不 稳定 系 tunstable lines) , 扩 增 的 df7 HHEARATRM GARR. 

稳定 系 中 扩 增 的 dhfr 基因 成 能 串联 在 一 起 ， 位 子 一 条 染色 体 原 来 的 87z 位 置 上 ， 而 
其 同 源 染色 体 的 dhfr 则 通常 不 扩 增 。 扩 增 的 dhf7 位 置 在 染色 时 表现 为 均一 染色 区 (0mo- 
logeously staining region; 简 写作 HSR) ,这 可 以 在 显微镜 下 观察 到 。 与 之 相反 ， 非 稳定 系 
中 扩 增 的 df7 基因 在 基因 组 染色 体外 以 所 谓 双 小 染色 人体 (double-minute chromosomes) 
的 形式 育 在 。 每 个 双 小 染色 悚 合 有 2~4 个 hfe 基因 。 双 小 染色 体 可 以 自主 复制 , 但 无 着 丝 点 ， 
故 在 有 丝 分 裂 中 不 能 均等 地 分 配 到 子 细 胞 中 沽 ,并 常常 因此 而 丢失 。 上 只 有 在 逃 择 于 力 ( 氨 甲 只 
礁 ) 存在 时 ， 双 小 染色 体 才 能 得 以 保持 ， 和 否则 不 含 双 小 染色 体 的 细胞 将 很 快 繁殖 而 占 主 导 地 
位 。 

M AT R A ERE Cf 基因 扩 增 细胞 株 系 , 然 号 以 一 种 尚 不 明确 
的 机 制 产生 在 染色 体 上 出 现 扩 增 基因 的 稳定 株 系 。 那么 最 初 的 非 稳定 基因 扩 增 又 是 如 何 产 生 
HSE? 图 9-5 内 示 为 对 这 一 问题 的 解释 。 在 ch fr a DNA 复制 ,复制 后 ; 合 
# dhfr 的 DNA HAYA EAA LE DRE ILE RAS dh fr 的 环 
RDNA PLN BAR - TANT ALTE BNE RRA. TT TEE K 
情况 下 也 不 断 出 现 Case EAR FUE By ey ae ATER, 不 过 目前 

+338 + 


RAAT RRR ES. WA PR AER, MET BL 


RL aE th eR, | 


下 BME RRR 


aR) oR BT 


O ERAT EN) 


Eos & dhfr ZARRENA] 


=, SaRH 

DNA 水 平 基因 表达 调控 的 另 一 个 途径 是 基因 重 排 。 啤 酒 酵母 Saccharomyces cerevisiae 
接合 型 的 决定 即 必 此 类 。 单 倍 体 酵 母 有 a Al a 两 种 接合 型 ,分 别 由 MATa 和 MATa 控制 ,这 两 
个 位 点 互 为 等 位 。- 一 个 特定 的 单 异体 组 细胞 或 是 4 接合 理 ， 或 是 “接合 型 。 两 个 不 同 接 全 再 
的 细胞 可 以 接合 ， 而 相同 接合 型 的 细胞 不 能 接合 。 对 不 同 接合 型 细胞 的 识别 是 由 于 分 泌 激素 
的 不 同 ;MATe 细胞 产生 “因子 :MATa 细胞 产生 a 因子 。 有 趣 的 是 ,ax 型 可 以 转变 成 型 ,a 
MbT Le oe, LMM MEA WH (mating-type interconversion), 接合 型 互 
EREA—PRALBESRER HO, Mo 型 和 a Bay DET, AR k 
op AE MATa 和 MATa EE, HE PHENAIR AW TE. 倘若 
ETIR MAT 位 点 发 由 突变 ,该 突变 位 点 可 以 被 野生 型 的 MATe 或 MATa 所 取代 。 这 说 明 
正在 表达 的 MAT 位 点 以 外 的 地 方 还 分 庄 存 在 着 MATe 和 MATa 位 点 。 现 在 知道 ,这 两 个 位 点 
ALAN MAT 位 点 位 于 同一 染色 体 上 ,一 个 位 于 MAT E, EML, EE R h a 
型 转换 为 c 型 所 必 露 的 。 另 一 个 位 于 MAT 的 右边 , Mft HMRa 是 由 a EPEA a 所 必需 的 
《图 9-6)。 

解释 接合 型 互 变 的 模型 中 做 车 予 模 理 (eassette model), WA 9-6 所 示 ， TE MAT 位 置 
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接 念 型 变化 | 


图 9-6 HRA Ae Te 


ERE RET SPR PIE MATS 时 ,细胞 就 是 a ly Ik PPLE MATA Ry, Se 
就 是 & 型 的 。 而 在 两 个 RM 位 置 上 存在 着 沉 罕 的 正 子 , 左边 的 为 UM Le, 右边 的 为 HMRa。 
FHM 位 置 上 的 与 活跃 攻 子 类 型 不 同 的 沉 扔 于 子 可 让 取代 活跃 坚 子 从 而 改变 细胞 粮 合 型 ， 
而 县 在 取代 的 同时 ， 在 原来 前 HM 位 置 仍然 保留 一 个 找 只 的 沉 宕 坚 子 。 这 就 是 说 , 在 取代 的 
过 程 中 必然 伴随 着 了 NA 的 复制 ( 详 见 第 十 一 章 第 四 节 )。 

序列 分 析 表 明 , 互 MLe, MATa, MATa Hh WX, Y, Z1, 22 五 部 分 组 成 ,而 HMRa 人 i 
H X,Y,Z 三 部 分 组 成 (天 9-t)。 可 能 在 酵母 基因 组 船 进 化 过 程 中 ，MATe Sb ieee k 
SEARE. WREST HER REY RR, 因此 两 种 活跃 鱼子 编码 的 基因 产物 地 不 同 。 
Rit, EY 区 域 的 左 端 ， 四 种 星子 都 有 序列 完全 相 癌 前 启动 子 ， 而 个 开放 阅读 框 (ORE) tA 
AMT. BA, HHABREF MAT 或 MATa) 能 够 进行 活路 的 转交 而 MDa 和 HMRa 
SURE LAR IE? 


229-1 ADORE SBE BE OF a EE bp) 


人 们 在 棱 母 芷 因 组 上 发 现 了 症 不 连 雏 的 久 沁 朋 远 沉寂 原子 基因 表达 
BLES sirt sir2,sér3,sird, MME Ae AE 
ARREDI A SATE TP Ee 1500 bp 以 外 的 ER ALE 
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PEBRE ZAR MARETIE RMAC. Sir BATA MT Ze 
Be oS ave A BS eR OT EB) CS T E ay 
会 酶 的 结合 之 外 ， KARREKAET ASTAR Be Fat Be 
网 的 可 转 汪 性 。 员 然 廊 有 的 匣子 都 含有 对 DNA 酶 工 的 超 敏感 点 ， 但 分 布 位 轻 不 同 。 在 MAT 
EL, WMS LR RASA TERRA Te HMLA HMR 上 
不 在 在 。DNA 酶 工 超 敏感 点 被 认为 与 基因 玫 达 有 密切 关系 ( 见 本 章 第 三 节 )， BT 
市 可 能 是 造成 活 请 才子 和 沉 禾 甘 子 表达 活性 不 同 的 原因 之 一 。 

允 一 种 熟知 的 以 基因 重 排 来 调节 不 同 茜 因 表 达 的 倘 子 是 晴 乳 动物 免疫 球 愉 白人 各 编码 区 的 
连接。 免疫 球 蛋 白 包 括 两 条 相同 的 轻 链 和 重 链 。 轻 链 包 括 可 变 区 ， 福 定 区 以 及 二 省 之 间 的 连 
接 区 。 每 个 区 域 都 出 位 于 同一 染色 休 不 同位 置 的 DNA 片段 编码 ,在 形成 活性 基因 前 , 一 个 可 
变 区 基因 和 一 个 恒定 区 基因 及 其 上 游 的 某 一 个 连接 区 通过 旨 色 体内 重组 而 连 到 一 起 。 对 于 下 
链 ， 除 上 述 可 变 医 ， 恒 定 区 和 连接 区 外 ， 还 包括 一 个 介子 本 变 区 和 连接 区 之 间 的 歧化 区 ， 歧 
化 区 由 同一 染色 体 上 男 一 DNA 片段 中 几 个 串联 的 DD 编码 区 之 一 编码 , 重 链 活性 基因 的 形成 
涉及 到 将 这 些 编码 区 通过 染色 体内 重组 而 连接 起 来 。 除 可 变 区 处 ， 歧 化 区 和 连接 区 也 弟 增 加 
特异 性 免 裕 球 蛋 白 数 目的 因素 ,不 同 的 可 变 区 ,歧化 区 和 连接 区 的 连接 使 细胞 具有 产生 多 达 几 
衣 方 种 免疫 球 蛋 自 的 潜在 可 能 福 。 本 书 限于 篇 幅 ， 对 于 免疫 球 蛋 白 的 基因 及 其 表达 不 再 作 进 
一 步 的 叙述 。 


第 兰 节 活路 转录 基因 的 染色 质 结构 ** 


一 、 转 党 革 因 的 核 小 体 结 构 


真 该 生物 染色 体 的 基本 结构 单位 是 核 小 体 。166 一 168 bp 的 DNA 以 左手 方向 在 组 蛋 亡 
八 聚 体 上 缠绕 两 贺 ， 一 个 分 子 组 蛋白 He Pe DNA 进出 口 处 从而 稳定 了 核 小 全 
Sy TAA ER DNA 的 长 短 随 物种 不 同 而 不 同 ,从 儿 个 bp 直到 大 约 70bp 不 等 。 
用 徽标 区 炉 酸 咕 进行 存 限 的 水 解 ， 可 以 得 到 长 短 不 一 的 守 聚 核 小 体 的 混合 物 。 每 个 容 夷 核 小 
体 含有 的 DNA 是 单个 核 小 体 DNA 加 上 连接 DNA EER, REDE BRE M We 
水 解 ， 训 可 以 得 到 不 含 组 蛋白 H1 和 146 一 148 bp (1.75 BD AVDNA, Bobs TE W — 
总 绕 就 形成 6 个 核 小 体 一 图 直径 30 nm 的 氏 线 管状 结 物 。 这 种 结构 就 是 染色 质 丝 .30 nm 的 
染色 质 丝 的 稳定 性 依赖 于 组 蛋 和 所 HI 的 存在 。 

活性 基因 与 非 活性 基因 症 否 也 反映 在 核 小 体 缚 构 上 呢 ? 回 管 是 肯定 的 。 凡 是 活 牙 转录 的 
基因 全 部 位 于 常 染色 质 中 ,处 于 异 架 色 质 中 的 基因 则 不 志 达 。 然 而 并 非 所 有 位 于 常 染 色 质 部 位 
的 基因 都 在 进行 活 诅 的 转录 。 在 一 个 特定 的 时 间 内 ,具有 六 部 分 党 染色 质 的 基因 在 表达 。 在 镁 
录 时 ，RNA 来 合 隆 和 大 约 50bp 的 DNA 结合 ， 并 且 其 中 有 12bp REE. HR, RNA 
RARE (500 kDa) 要 比 一 个 核 小 体 (262 kDa) KBs. 很 难 设想 转录 过 程 是 RNA SRE 
着 核 小 体 表面 的 DNA 链 进 生 的。 相反， 转录 过 程 必 然 涉 及 到 核 小 体 结构 的 变化 。 

TRNAS AEA SL TREE I. MR, TRNA 基因 
Se a SF PU Hee 1.2, 这 说 明 在 TDNA 上 基本 没有 核 小 结 
Bo COPPA DNA 转录 单元 之 间 竟 亲民 区 也 处 于 高 诬 松弛 状态 * 包 蓝 比 也 仅 为 1,4, 因 此 ， 
APACE, BKRS DNA 并 不 组 织 在 核 小 体 中 ， 而 是 以 游离 状态 存 任 。 


另 一 方面 ,在 SY40 WBA, ERROR Re, 这 就 说 明 ， 转 录 
并 不 要 求 整 个 基因 都 处 于 无 核 小 体 状态。 这 可 能 与 转录 频率 有 关 。 用 微 球菌 核酸 酶 对 缆 色 质 
进行 隶 理 ， 然 后 进行 疑 胶 电 泳 。 晴 时 发 现 转录 的 基因 利 不 转录 的 基因 都 出 现 问 哺 浪 200 bp 的 
DNA 梯 带 。 这 说 明 转 录 的 基因 和 非 转 录 基 因 的 核 小 体 数目 没有 显著 的 差异 ， 只 是 转录 基因 
对 微 球 调 核酸 酶 更 为 敏感 ， 降 解 得 更 快 ,也 谣 关 说 其 核 小 体 数目 略 少 一 些 ， 很 可 能 大 当 RNA 
涌 合 酶 经 过 的 部 分 的 核 小 体 结构 中 的 组 蛋 自 被 置换 。 当 RNA RAMAN EM RRET RE 
小 体 结构 。 近 来 人 们 用 SP6 RNA RAMA RNA RAM I NAAR MRA BNA BET 
的 离 体 转录 试验 类 明 ， 这 机 种 RNA 聚合 栈 都 不 能 从 有 核 小 体 结构 的 局 动 子 上 发 起 转录 ， 但 
可 以 进行 链 的 延 体 并 同时 置换 核 小 体 。 


=. DNAS ia HMG 蛋白 质 


用 DNA fig 1 JMG iS BMA DNA 片断 。 处 理 时 间 越 长 ， 产 生 的 酸 溶性 
的 DNA 比例 就 越 大 ， 站 至 全 部 染色 质 都 被 降解 掉 。 用 特定 的 cDNA 或 mRNA 作 探 针 。 可 
以 测定 其 个 基因 被 DNA 酶 I 降解 情况 。 试 验 表明 , 当 总 体 DNA 的 10% 被 降解 成 酸 溶 性 物 
Bits 50% 以 上 活 夏 麦 达 基因 已 优先 降解 了 。 若 把 从 鸡 红 绢 胞 中 提取 出 的 8- PR St A 
清 蛋 白 半 因 分别 作 寺 述 处 理 ，A- 柬 蛋白 基因 很 快 就 被 降解 ,而 卵 清 性 和 基因 的 降解 程度 则 很 
小 。 相 反 , 若 从 鸡 纯 卵 管 细胞 中 提取 这 两 种 基因 并 作 同 样 处 理 , 优先 降解 的 是 饰 清 蛋白 基因 而 
AFAR AREA. DERRI ARER LRH SE BR EB] DNA 酶 工 的 攻击 。 
当 采 用 代表 整个 细胞 各 种 类 型 mRNA 群体 的 ODN A 作 探 针 进行 上 述 试 验 时 ， 不 管 是 转录 速 
率 极 高 的 书 窜 mRNA 基因 还 是 转录 速率 较 低 的 稀少 mRNA 基因 都 表现 出 对 DNA 酶 工 的 
优先 敏感 性 (preferential sensitivity) (BATERE LEERD. HTS mRNA 
的 基因 在 一 个 特定 时 刻 所 结合 的 RNA 聚合 酶 数 自 很 少 ， 上 述 结果 说 骨 对 DNA 酶 工 的 优先 
敏感 性 不 是 源 于 转录 过 程 中 RNA 聚合 酶 前 作用 ， 而 是 可 转录 基因 的 一 个 基本 特征 。 

XY DNA BH LW RRR AM HRE, MARMARA 
a) DNA KBE, BY CASTER RK 2 A DNA 醋 了 优先 敏感 的 DNA 序列 定义 
为 一 个 区 域 (domain), 鸡 聊 清 蛋白 基因 的 DNA 酶 了 乌 感 区 域 约 有 100 kb 长 , 这 一 区 域内 转 
录 区 和 两 侧 的 非 转录 区 对 DNA M I RERE., M 8- 珠 蛋 白 基 国 禾 和 和 它 的 5' 端 约 6~7 kb 
和 3° 端 约 8 kb 组 成 一 个 DNA 酶 工 敏感 区 域 , 这 一 区 域 的 非 转 录 区 对 DNA 醇 的 敏感 性 介 
于 转录 区 和 其 它 DNA KRSM. 

DNA 酶 工 优先 敏感 区 域 的 发 现 雪 明 , 活 刻 莽 因 上 游 和 下 诸 序 列 也 存在 着 染色 质 结 村 的 变 
化 。 由 于 这 一 变化 的 范围 很 广 ' 包 括 时 端 岂 动 邓 本 身 及 其 上 游 部 位 。 因 此 很 蕉 用 RNA RAR 
转录 时 的 作用 来 解释 。 所 以 可 以 认为 染色 质 结构 变化 的 确 发 生 在 具体 的 转录 过 程 之 前 。 

究竟 是 什么 因素 造成 了 DNA 酶 了 的 优先 敏 生 性 呢 ? 用 DNA 酶 1 处理 染 色 质 时 ， 优 先 
释放 出 两 种 非 组 蛋 册 ,它们 是 HMG14 #] HMG17,HMG 为 high-mobility group 的 编写 , 即 
RETARA: 为 一 组 分 子 量 不 大 的 非 组 慢 白 。 它 们 可 被 低 盐 洲 液 (0.35mol/ 工 NaCl) 抽 
提 , 说 明 它们 和 染色 质 其 它 组 分 的 结合 较 松 缉 。 抬 HMG 和 HMG 17 从 鸡 红 细胞 更 色 质 中 
提取 出 来 后 球 蛋 站 基因 不 再 玫 现 出 对 DNA 酶 工 的 优先 敏感 性 ,而 在 盐 抽 提 过 的 染色 质 中 加 入 
这 些 蛋 白质 后 ,敏感 性 又 可 恢复 ,不 过 若 把 这 些 蛋 当 质 加 于 盐 抽 提 过 的 鸡 脑 细胞 染色 质 中 后 ， 
洪 中 的 珠 蛋 白 基 因 并 不 表现 出 对 DNA 酶 工 的 优先 化 感性 。 这 说 明 这 些 HMG BE ORE 
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成 优先 敏感 性 的 唯一 原因 。 红 细胞 和 脑 细 净 中 一 定 还 存在 着 其 它 因 子 的 举 蜡 ,这 些 因子 在 盐 撒 
提 后 仍 留 存在 染色 质 中 这些 因 予 决定 了 红细胞 的 环 蛋 自若 因 宪 HMG 14 和 HMG 17 存 罕 时 
对 DNA Fi T UB. 

OMG 14 MGI? Mon En BAFE SR MG 14 和 HMG17 作用 类 似 。 
AAA T AMG ABBE AH 10-~20 ELE Heth Bat DNA W E RELA. BE 2b EY 
PRR, HMG 14 和 AMG 17 的 效应 不 但 使 完整 的 染色 质 区 段 对 DNA eT HUB, MEX 
经 沉 球 菌 核酸 酶 降解 产 乍 的 核 小 体 单 体 臣 至 核 小 体态 心 吴 粒 也 有 问 幸 的 将 应。 这 说 明 活 跃 基 
因 的 坊 小 体 核心 颗粒 一 定 有 具备 某 些 使 它 们 和 HMG 14 或 了 MG 17 结合 或 相互 作 用 的 特点 。 
这 些 特点 在 非 活路 基因 中 不 存在 。 

DNA Bl TARR ROARS SAN BRERA ALA AX Ree 5 日 
KIHE i BS A Cerythroid) RIER AACR EEA. HEHE A RIE A 
体 珠 蛋白 基因 都 对 DNAR I 优先 敏感 ,同样 ,只 产生 成 体 珠 蛋 自 的 .14 日 龄 鸡 胚 胎 细胞 中 的 这 
两 个 基因 也 部 表现 出 对 DNA 酶 I 敏感 性 ,不 过 对 这 一 结果 可 以 有 两 种 解释 :一 种 认为 DNA 酶 
工钱 感 状 态 出 现在 基因 实际 作为 模板 而 转录 之 前 ， 可 以 认为 这 种 坡 感 状态 是 “可 转录 基因 ?的 
一 各 标记 ; 男 一 解释 是 ,既然 DNA 醇 工 敏感 区 域 包括 基因 两 端 的 上 、 下 游 序列 ,由 于 胚胎 型 珠 
蛋白 基因 和 成 体 珠 蛋白 基因 的 连锁 成 能 ,其 中 一 个 基因 苑 结构 活化 会 波及 另 一 个 基因 的 结构 ， 
ER API DNA 酶 I 优先 每 感性。 是 前 有 充足 的 证 据 证 明 , DNA 酶 I Lee 
因 活 性 消失 后 仍然 存在 。 如 成 熟 红血球 中 无 新 的 珠 蛋 白 mRNA 转录 产生 ， 但 珠 蛋 白 基 因 仍 
保持 着 DNA 酶 工 优先 敏感 状态 。 目 前 尚 不 清楚 一 个 基因 在 何 时 以 何 种 机 制 从 DNA MET i 
感 状态 转变 为 不 敏感 状态 。 

Se EBT HE» DIVA 酶 工 优先 敏 说 状 态 的 出 现 是 转录 所 必需 的 ,但 它 并 不 是 只 在 转录 进行 时 
直 兰 在 ,所 以 从 这 个 意义 上 讲 它 又 是 与 转录 过 程 本 身 相互 独立 的 。 可 以 认为 ，DNA 酶 工 优先 
敏感 状态 是 转录 的 必要 条 件 而 不 是 充分 条 件 。 


=, DNA Ñ I BSBA 


如 用 极 低 浓度 的 DNA A IMRE WARNER EEDA EREM BLS 
例 ， 整 个 基因 组 可 以 被 切 成 一 系列 大 小 为 2 上 kb~20 kb PRE, ERRE p A Be 
DNA I aA Chypersenstitive sites)。 超 敏感 位 点 的 存在 是 染色 质 的 特点 ,车 用 
游离 DNA 作 底 物 则 无 超 丝 王位 点 表现 。 

超 敏 感 位 点 的 位 置 可 以 用 双重 切 制 法 分 析 。 将 染色 质 用 宜 低 沈 度 DNA WINN, ER 
DNA, ARAB HEA DUM, RRR ER, DEWPT RAF, 
FARAZ RARA ER RNA R CDNA) Besta} y oak, BEBE EME 
的 杂交 带 即 代表 了 从 限制 酶 切 点 到 DNARS 工 超 敏 感 切 点 之 间 的 序列 ,可 以 从 这 段 序列 的 长 
诬 来 得 出 这 两 个 转 点 之 间 芍 距离 从 而 定位 DNA 酶 I 超 敏感 切 点 。 通 过 对 大 量 基 因 进 行 的 
试验 ,发 现 每 个 活 牙 基因 都 有 一 个 或 儿 个 超 敏 感 点 ,大 部 秃 位 于 基因 5 端 启 动 子 区 域 , 少 部 分 
位 于 共 它 部位 如 转录 单元 的 下 洲 。 当 一 个 基因 顺 近 有 着 几 个 超 镇 感 位 点 时 ,其 敏感 程度 有 一 定 
Re 5 丹 的 超 镇 感 点 只 嘲 现 在 基因 正在 活 芭 表达 的 细胞 中 ,在 该 基因 不 宕 达 的 细胞 中 不 存 
在 。 例 如 ,对 平 鸡 B- 珠 蛋白 基因 簇 , 胚胎 阶段 赵 敏 感 点 外 现在 胚胎 型 苇 因 徊 不 是 成 体 迎 基因 的 
57 幕 ! 而 在 成 体 阶 臣 情 癌 则 正好 相反 , 超 敏感 点 出 现在 成 体型 而 不 是 胚 肯 型 8- 珠 蛋 自 基因 的 
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6" 滑 。 这 说 明 超 敏感 点 和 基因 活性 有 一 定 关系 。 果 凤 峰 小 灌 中 编码 腕 可 自 的 gs 基因 转录 区 
上 游 330 bp 和 405 bp 左右 分 别 有 一 个 超 敏 感 点 。 有 些 突 变 体 缺 失 了 包括 这 两 个 下 镇 感 点 的 
KH 100 bp, 虽 然 转录 起 始 点 上 游 区 域 的 将 近 300 bp 仍然 存在 ， 这 些 突变 体 却 失 去 工 合成 脱 
蛋白 的 能 力 。 由 此 再 见 , 这 些 超人 敏感 点 是 5934 基因 活 聊 状态 所 必需 的 。 

起 敏 泪 点 的 出 锣 利 存在 与 转录 在 时 间 上 有 什么 关系 ? 目前 已 有 的 实验 证 揭 献 明 ， 超 敏感 
点 建立 于 转录 开始 之 前 。 然 而 , 超 敏 感 点 一 旦 建立 起 来 ,除去 诱导 物 后 转 孙 便 很 快 停止, 而 超 敏 
号 点 并 不 空 即 消失 。 由 此 可 见 , 超 敏 感 点 的 建立 与 维持 有 着 不 同 的 机 人 制 ,同时 超 敏 感 点 的 存在 
与 转录 作用 并 非 严格 同步 。 这 也 说 明 , 超 敏感 点 的 存在 只 是 转录 起 始 的 必要 条 件 ,而 不 是 充分 
条 件 。 

SOE ERAT SOR? 现在 知道 每 个 超 敏 感 点 实际 上 并 不 是 某 个 特定 的 破 东 位 置 ， 
而 是 一 段 长 约 109 一 200 bp 的 DNA 序列 。 在 这 个 序列 中 ,包括 许多 核酸 酶 (包括 微 球 雷 核 酸 
BR, DNA BEI, 工 和 某 些 限制 性 内 毛 酷 ) 的 优先 敏感 点 。 鸡 成 体型 8- RE H R 端的 
BERANTA- 50 B= 280 bp 之 间 , 这 一 区 碟 包 括 可 被 微 球 获 核 酸 酶 , DNA REE AI 
酶 Msp 优先 芭 宙 的 位 点 。 和 进一步 分 析 表 明 ， 至 少 其 中 的 一 部 分 序列 以 游离 DNA 的 形式 存 
E. TRO UE A 5 端 超 托 感 点 位 于 - 4 一 ~ 182 bp 之 间 ， 这 一 区 域 也 本 被 上 述 
的 核酸 酶 优先 切 制 。 试 验 还 发 现 , 活 欧 转 录 的 鸡 珠 蛋 白 基因 的 直角 感 点 囊 被 只 切 钢 单 甸 DNA 
的 S81 ERE, ROBE DNA 状态 与 其 它 部 位 不 同 ， 很 可 能 有 有 局 部 的 解 链 存 ， 
E. BES, MMORA RAED T SERBS, FEAL A, BMk 
构 或 是 根本 不 在 在 或 有 不 同 寻 常 其 第 一 个 线索 是 BV 40 的 微 染 色 体 上 ， 在 复制 原点 和 晚期 
RRA RREZE, OR AMES 9-7). 


Her SV RRERNET ERA, ERS 
SUEUR A eS Be 
HE AS TR AZ 园 的 基因 而 异 。 在 果 电 9s4 基因 中 这 一 版 
离 至 少 为 259 bp, 3 -REAREN BERRA ERE es STE a 
BRAN ARATE PRR. ROB E E i Re ee 
谜 ， 可 能 它 政变 了 基因 的 局 动 子 及 其 两 山区 BARBAR DNA 状态 ， 使 NA RARR 
HANEN. 
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眉 筷 生物 的 组 蛋白 上 某 些 特定 的 持 基 酸 残 基 往 往 被 共 价 修饰 。 修 佐 作 用 包括 乙酰 基 化 、 
衬 起 化 和 借 酸 化 。 乙 院 臣 化 和 甲 基尼 发 生 在 粮 氨 酸 残 基 的 自由 氨基 上 ， 有 了 时 甲 基 化 还 发 生 于 
精 氮 酸 和 组 氮 酸 残 基 。 磷 酸化 发 生 在 丝 氮 院 的 券 上 基 及 组 算 酸 上 。 记 有 这 些 修饰 作用 都 有 一 个 
涉 局 的 特点 , 邯 降 低 组 蛋白 所 携带 的 正 电荷 即 碱 性 程度 )， 因 此 ,可 以 通过 疾 胶 电泳 而 把 未 经 
修饰 过 的 组 蛋白 区 别 开 来 。 不 过 ,上 述 的 这 些 修 饰 作用 都 只 发 生 在 组 蛋白 的 内 部 氨基 酸 上 ,而 
县 者 是 暂时 旋 的 。 与 此 相反 ， 痰 多 数组 蛋白 的 本 端 在 合成 时 就 有 稳定 的 乙 栈 基 。 

组 蛋 扯 修 伪作 用 一 般 在 细 胸 周期 的 某 一 时 肇 发生。 而 在 另 一 时 刻 消 失 。 由 于 它 使 正 唐 穴 
福 少 ， 故 被 认为 可 能 与 组 蛋白 功能 的 改变 有 关 。 不 过 到 目前 为 止 尚 米 发 现 组 蛋白 柳 饰 作用 与 
染色 质 的 功能 之 间 的 明确 关系 。 

彝 鱼 精 业 组 蛋白 (实际 上 这 里 的 组 蛋白 被 鱼 精 蛋白 所 取代 ) 的 五 3 和 互 4 是 乙醇 基 化 和 去 
乙酰 基 化 的 主要 靶 虚 (各 有 《个 修饰 点 ), 2A 和 瑟 2B 蒋 少 受 影响 。 不 同 鲜 鱼 个 体 组 蛋 请 的 
修饰 点 很 少 相同 。 在 同步 培养 的 细胞 中 ,原来 存在 的 以 及 新 合成 的 核心 组 蛋白 于 8 期 ( 即 租 强 
白 和 DN 和 的 合成 期 ) 被 乙 院 基 化 和 甲 基 化 ,接着 修饰 基 团 又 被 去 摔 。 这 些 修 饰 作用 与 染色 夺 
冬 制 同时 发 生 ， 表 明 修饰 作用 可 能 和 核 小 体 的 闲 配 有 关 一 一 组 蛋 和 正 电荷 的 诚 少 会 暂时 松弛 
它们 与 DNA 的 结合 ,便于 更 好 地 控制 核 小 体 装 配 。 

乙 嵌 化 存在 的 短暂 性 给 研究 带 来 了 一 定 的 困难 ， 这 可 以 通过 向 生长 中 的 细胞 加 入 了 酸 来 
克服 , 丁 酸 括 制 组 蛋 饭 脱 乙 醇 酶 ;使 所 有 的 核心 组 蛋白 乙醚 基 化 。 伴 随 着 乙酰 基 化 ,染色 质 出 现 
ATRIA TR MS DNA 酶 I 和 微 球菌 核酸 酶 更 加 丝 感 , 不 过 尚未 发 现 生物 体内 活跃 
HARP ARERZA CREE. BT BUA CRN ee E 
EWA Meee. 

BRLAAGRLE LAME H 上 ,但 具体 时 间 和 核心 组 蛋 恨 的 收 饰 不 同 。 哺 乳 类 
SRA AL 的 磅 酸化 主要 发 生 在 有 丝 分 裂 期 ， 每 个 HT 分 于 可 接受 TARE, a 
磷酸 革 在 子 细胞 核 形成 时 减少 了 80 名 。 由 于 二 1 是 染色 质 由 10nm 纤维 产生 30 nm 纤维 所 必需 
Ko 它 的 芍 酸 化 在 有 丝 分 异 时 的 出 现 被 认为 可 能 与 染色 质 的 收缩 让 关 。 茶 些 不 能 进行 H1 
座 化 的 温度 敏感 突变 体 中 ,染色 质 复制 受阻 ， 因 而 水 能 进行 细胞 分 裂 。 这 一 必 察 支持 了 上 而 
WHE, HAP H 磷酸 化 巧 否 是 染色 质 收 缩 的 主要 原因 。 

茧 核 生 物 组 绰 向 还 有 一 种 特殊 的 修饰 作用 , 即 组 看 自 瑟 2 上 上 连接 一 个 叫做 泛 素 (abiqni~ 
lin) 的 蛋白质 ,这 种 修饰 作用 最 初 在 鼠 肝 中 发 现 , 当 时 把 修饰 过 的 2A i 入 24* 现 在 把 它 
叫做 nDH3A。 泛 素 广泛 存在 于 从 隧 组 到 哺乳 类 动物 的 各 类 生物 中 ， 它 含有 76 AERAR E, 
BUR ORAHA Bede A HOA EA 119 残 基 CTSA Jey 129 个 残 基 ) BO RR ET É 
由 AEEA E Clsopoptide bond) RARE AR, THTLAARAKSR OR 
基 。 它 与 也 24 结合 后 形成 UNA RO HRM A PA. 

让 核 细胞 中 大 约 515% 的 H2A 以 LH2A 的 形式 社论 ， 一 般 每 个 组 蛋白 八 率 体 中 共有 
一 个 日 34A 带 有 泛 素 , 故 大 约 10~30% 的 核 小 体 是 省 素 化 的 。 此 外 ,很 小 一 部 分 瑟 28B 也 可 被 
泛 素 化 。， 
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RAPRA 20% 的 核 小 体 含有 RHA, ay DU Meh pei) DNA RER HH OG AD BR 
针 作 分 也 杂交 进行 分 析 。 试 验 表 明 ， 大 的 50% ROTTS A Pe BMA i 
这 些 核 水体 下 只 含有 不 到 4% 的 卫星 DNA 序列 。 因 此 UH3A 基本 上 不 存在 于 蜡染 香 质 内 ， 
而 主要 位 于 清 距 基因 序列 的 核 小 休 中 。 

关 隆 泛 素 化 的 组 蛋白 是 否 与 转录 激活 有 关 ， 现 在 仍 未 定论 。 有 人 发 现 转录 的 折 侧 不 影响 
uH2A 的 总 含量 。 然 而 ，uH2B 可 能 与 转录 激活 有 密切 关系 。 


五 、DNA 的 甲 基 化 和 去 甲 基 化 


RREH DNA 中 大 的 3 一 7 多 的 胞 喀 喧 (CO 存在 车 甲 基 化 履 饥 ,其 中 卫星 DNA 序列 最 为 
BA, REPL LEAR AAS MER REE OG Zi OG doublet), 
大 多 数 0G RERI MERAL, WABI CARRE He M 

Bronu BOPG een’ 

Bhre GOP 5t 
但 有 时 只 有 一 个 是 中 基 化 的 ， 这 种 OG 二 核 背 酸 对 叫 半 甲 基 化 的 《hemimethylated)y。 采 
用 特异 性 切割 CG 二 核 彰 酸 对 的 限制 性 内 切 酶 大 大 便利 了 对 甲 基 化 的 研究 。 有 两 种 这 样 的 
PRR He: Hpa CFE aR ETI) OCGG 序列 ， 但 对 帅 枯 化 的 CG =e att RHE 
用 ; m Msp 1 DUR SISA AY (GUA BRAY RAEI OOGG 序列 。 因 此 ,可 以 
H Msp I 来 鉴别 QOGG 的 存在 ， 用 Hpa 工 来 鉴别 这 些 CCGG 序列 是 否 里 基 化 (图 9-8)。 
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E-e 限制 性 内 切 隆 日 pa 五 和 Mspz 对 甲 基 化 及 非 甲 基 化 CCGG Eyr Hl 
fa PRERE 

WEL RM ASA Bt DNA 序列 ( 包括 蛋白 质 编码 序列 ，rDNA AE 
DNA BH. BRR, ERE DNA 序列 的 COGG 位 置 上 ， 有 前 位 置 在 同一 生物 所 有 
的 组 织 中 都 甲 基 化 了 ， 有 的 在 所 有 的 组 织 中 都 没有 甲 基 化 ! 但是， 一 小 部 分 位 置 在 该 基因 不 
表达 的 组 织 中 是 甲 基 化 的 而 在 该 基因 活 牙 表 迷 的 组 织 中 是 未 甲 基 化 的 。 分 别 拒 甲 基 化 和 未 转 
基 化 的 病毒 DNA 或 细 隐 核 基 因 引 入 细胞 ， 甲 基 化 的 不 表现 活性 ， 而 未 里 基 化 的 表现 出 基因 
活性 。 因 此 ， 可 以 把 活 搁 基因 的 状态 称 为 甲 基 化 不 足 tunder-methylation)。 

一 个 活路 基因 表现 甲 基 化 不 足 状态 的 范围 究竟 有 多 火电 ? 对 鸡 红细胞 样 细胞 oe- 珠 蛋 自 
基因 钴 的 研究 可 以 区 管 这 个 问题 。 这 里 ， 甲 基 化 不 足 位 于 a- 味 蛋白 基因 簇 (会 丙 个 成 体 a- 珠 
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蛋 折 基因 ) 中 第 一 个 基因 上 游 500 bp 到 第 二 个 基因 下 游 500bp ZA CG 二 核 许 酸 对 上 。 在 
这 一 范围 内 ， 耻 基 化 不 是 不 但 出 现在 转录 区 ， 鲁 县 也 出 现在 两 基因 间 的 非 转录 区 中 。 有 趣 的 
基 ， 围 基 化 不 足 的 范围 和 DNA 酶 工 优先 敏感 区 域 十 分 吻合 。 

在 活路 基因 中 ， 具 有 一 小 部 分 甲 基 化 CG CRRA PRR, hi 
这 些 位 置 处 于 对 基因 表达 关系 十 分 密切 的 序列 (如 启动 子 ) 中 ， 它 们 去 甲 基 化 对 基因 可 转录 状 
SOBRE XBR, PAU rRNA 基因 中 , PER A, Ba DARA T E 
(ECCRRRE, AARNE UFO ATH AP ER PE. 

Fal — 28 SAR fee DNA 上 位 置 总 是 一 致 的 。 图 9-9 为 对 细胞 分 裂 时 里 基 化 
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图 9-9 四 站 化 CG TERRAL 
* 二 用 其 化 碱 基 

友和 于 纵 持 不 变 的 比较 流行 的 一 各 解释 。 如果 DNA 上 某 一 个 00 二 核 昔 酸 对 呈 完 全 甲壳 化 
《 即 两 条 链 禾 甲 基 化 )， 在 DNA 复制 所 形成 的 两 个 子 体 DNA STRES ERAPR 
OG 二 核 普 本 对 。DNA EURT ORNER E CQ 二 核 音 酸 对 并 使 它 完全 甲 基 化 ， 试 验 
中 发 现 ， 原 来 转 基 化 的 CG CERRIS IEIS DNA 复出 后 仍 保持 甲 基 化 ， 而 原 米 没 
有 四 基 化 的 0G 二 核 莹 琶 对 则 不 能 被 从 元 到 有 地 玮 基 化 ,这 一 结果 和 上 述 解 靳 是 一 致 的 。 另 
外 对 拖 在 体外 使 所有 的 ,0 都 甲 基 化 的 B- 珠 蛋白 基因 DNA， 呈 入 细胞 核 并 复 市 后 只 有 OG 二 
核 蔡琴 对 的 昨 基 化 能 得 以 保存 而 其 它 序列 中 的 甲 基 则 类 去 ， 这 进一步 说 明细 胞 核 向 甲 基 化 区 
的 作用 半点 是 半 瑟 基 化 的 OG AERA 

ERRERA ETERNA ERATEN 或 是 在 DNA 复制 时 上 于 菜 种 原因 习 
村 化 酶 未 能 在 半 甲 基 化 处 休 化 四 基 化 ,从 而 在 以 后 的 DNA 复制 中 产生 完全 去 甲 基 化 前 DN4 
分 子 。 

采用 5- 握 胞 音 (5-azacytidine) 可 以 人 为 地 造成 去 甲 基 化 。5- AAA AT LE DN 人 中 到 
代 胞 彰 , 它 没有 游离 的 5- 互 ， 洒 而 不 能 接受 甲 基 。 用 5- LAA A, Lome E 
和 细胞 分 化 的 状态 。 比 如 ,使 非 肌 见 细胞 的 前 体 分 化 成 肌肉 细胞 ,诱导 整合 在 染色体 市 的 原 六 
BG HEI MTA TL SARE RAT PI eI, i BSP OY 六 染色 体 
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的 失 活 与 DNA 围 基 化 状态 有 关 。 

值得 一 所 的 是 , DNA 夸 基 化 /去 甲 基 化 与 基因 活性 的 关系 并 不 是 绝对 的 和 普遍 的 , 浓 梭 动 
物 DNA 的 甲 基 化 程度 比较 高 ， 尤 基 在 嘲 乳 类 更 是 这 样 ， 而 在 无 背 椎 动物 DNA4 H, PEE 
程度 就 做 得 多 ;有 有些 生物 (包括 果 蝇 和 其 它 双 起 目 昆 虫 ) 中 至 今 未 发 现 DNA 括 基 化 。 这 说 明 申 
基 化 不 是 一 种 原始 现象 , 它 可 能 出 现 干 某 一 进化 时 期 ,并 随 进 化 程度 的 提高 而 逐步 增强 .因此 ， 
甲 若 化 /去 甲 基 化 罕 基 因 活 性 调 熔 中 的 意义 依 生物 不 网 而 有 记 不 同 。 即 合 对 于 辐 一 种 生物 ,四 
基 化 对 不 同 基 因 的 活性 也 有 有 不 同 效应 ,非洲 爪 喻 精细 移 zDXA 高 度 四 基 化 。 但 在 注射 进 孵 母 细 
胞 核 中 以 后 其 转录 速度 不 亚 于 完全 未 甲 基 化 的 ?DNA。 可 是 ,同时 在 扑 冉 孵 坪 网 胞 内 ， 其 它 基 
因 的 转录 起 因 甲 基 化 而 大 受 抑制 。rDNA 和 其 它 基因 的 这 种 尔 同 可 能 反映 了 同一 生物 体 有 不 
局 的 方法 来 克服 甲 基 化 对 不 同 基因 的 抑制 作用 。 对 于 rDNA, 生 物体 在 进化 中 形成 了 一 种 人 铬 君 
它 的 乎 基 化 存在 的 能 力 ， 能 够 在 不 发 生 去 甲 盐 化 的 情况 下 转录 它 # 对 于 其 它 此 四 ,生物 体 盘 过 
法 围 基 化 的 方式 来 调节 对 它们 的 转录 。 这 种 情况 可 能 与 转录 记 用 的 RNA 诊 合 降 称 类 有 关 。 

过 去 对 DNA 甲 基 化 的 研究 基 上 上 都 是 采用 限制 酶 了 Hpa 工 和 Msp I 。 几 须 指出 ,这 些 NE 
所 识别 的 CG DRERI CFE CCGG 序列 中 ) 只 占 全 部 OG 对 子 的 一 小 部 分 ,这 在 很 大 窒 度 
上 限制 了 对 DNA 甲 基 化 作为 一 个 整体 的 存在 、 产 生 、 维 持 和 消失 的 机 制 以 及 在 基因 调控 中 
前 意义 的 研究 。 目 前 已 经 在 技术 上 找到 了 直 搂 鉴定 所 有 OG 序列 的 研究 方法 。 
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—, Britten-Davidson 模型 


在 DNA 水 平 的 调控 ， 共 起 真 核 生物 基因 表达 的 一 个 次 要 和 姬 助手 眉 。 更 多 的 基因 调控 
发 生 在 转录 及 其 以 后 的 阶段 。 在 本 章 第 一 节 我 们 谈 到 真 校生 物 细胞 中 一 般 有 数 千 至 一 万 多 个 
站 因 表达 ,不 同类 型 的 册 胞 中 由 不 同 组 合 的 基因 表达 ,产生 特定 的 表现 型 。 那 么 每 种 细 胞 类 型 
是 如 何 保 证 “正确” 的 基因 组 合 的 表达 呢 ? 这 可 以 通过 两 种 基本 方式 做 到 。 

一 种 途径 是 基因 重复 。 有 上 坚 基 因 在 基因 组 中 有 儿 个 相同 的 或 相似 的 重 近 拷贝 。 不 同类 型 
的 细胞 表达 不 同 的 拷贝 。 这 里 ， 每 个 拷贝 处 在 与 其 细胞 类 型 相应 的 特异 性 控制 之 下 。 现 在 已 
经 知道 了 不 少 的 基因 家 旋 ， 如 珠 蛋 白 基因 家 族 等 。 其 不 同 措 内 的 表达 一 定 处 于 不 同 的 词 控 系 
统 的 控制 之 下 。 

另 一 种 途径 是 ， 对 于 单一 挝 由 的 基因 ， 可 以 通过 复合 控制 系统 来 调控 它 的 转录 活性 。 在 
结 榴 基 因 的 5/ 端 存在 著 可 被 控制 因子 识别 的 位 点 ,与 控制 因子 结合 后 ,可 以 以 某 种 方式 促进 转 
Z. Britten Hi Davidson 提出 了 这 种 调控 机 制 的 模型 (图 9-10)。 在 结构 基因 的 5" 端 连接 有 
一 段 称 为 接受 位 点 (receptor site) 的 序列 ， 它 可 被 某 种 激活 因子 (可 能 是 RNA RE ABD Br 
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识别 ,激活 因子 出 它 的 综合 者 基 央 (integrator) 产 坐 ,这 种 情况 类 似 于 细菌 操纵 元 与 其 调节 大 
困 之 闻 的 关系 , 民 不 同 的 是 , 真 核 生 物 的 综合 者 基因 自身 还 受到 与 它 相 邻 的 感受 位 点 (sensor 
划 te) 的 控制 。 感 受 位 点 负责 接受 生物 体 对 大 因 瑚 达 的 调控 信号 (如 激素 等 )。 

根据 上 上述 蓝 型 ， 一 个 特定 的 激活 蛋白 可 以 同时 控制 信 有 相应 接受 位 点 的 许多 结构 基因 的 
Rik. Al: 从 基因 直达 调控 的 意义 上 说 ,所 有 含有 同样 接受 位 点 的 基因 组 成 一 组 (set) 基因 ， 
炎 做 于 原核 生物 的 一 个 操纵 元 或 调控 元 。 很 可 能 同属 一 组 的 结构 基因 编码 在 功能 上 相互 联系 
的 蛋白 质 ,比如 同一 个 生化 途径 中 不 同 的 酶 。 

如 时 一 个 结构 基因 拥有 儿 个 不 同 的 接受 位 点 ， 每 个 接受 位 点 可 以 被 一 个 特异 性 的 激活 汪 
平 识别 ,这 样 它 就 可 能 作为 不 同 组 的 成 吴 而 在 不 同 的 情况 下 表达 。 图 9-11( 1) RT XY, 
各 三 个 结构 基 园 的 组 合 表达 情况 , 当 综合 者 基因 a 产生 激活 因子 A m BEY A Z sak 24 b J 
SBCA Bits XY A ZRA o 东 因 产生 出 激 话 因子 O 时 ,时 和 名 基 因 表达 。 
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图 9-11 Britten-Davidson 关于 真 核 生物 基 因 表 达 钢 控 的 模型 
(I) 一 个 结构 基因 受 不 同 综合 者 基因 一 接受 位 点 系 姚 的 控制 。 
Cl) 一 个 站 宰 芝 因 受 不 同感 受 位 点 的 协调 控制 。 
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PRT PA 9-i1(I) 廊 描述 的 一 全 基因 拥有 儿 个 接受 位 点 的 情况 外 ， 基因 表达 前 贡 调控 制 还 
可 以 通过 和 炉 受 位 点 控制 不 同 的 综合 者 基因 而 达到 。 如 图 9-11( 工 ) 廊 示 , 企 搂 受 了 特定 控制 信和 号 
的 刺激 后 ,一 个 感受 位 虑 可 以 同时 产生 由 种 激活 因子 进而 同时 激活 凡 组 不 必 的 结 居 茂 因 。 同 处 
于 一 个 知 受 位 点 控制 之 下 的 所 有 结构 基因 巴 做 一 套 (battery) 基因 。 像 图 98-1101) 所 示 的 那 
样 ,一 组 基因 可 以 同时 基 不 同 套 的 成 员 。 

根据 土 述 烧 型 ， 真 核 生 物 基 固 表 达 的 协调 控制 是 多 级 别 的 。 一 个 等 定 的 基因 可 以 与 其 它 
任何 的 基因 协调 表达 ,上 述 寞 型 要 求 有 重复 的 综合 者 基因 和 接受 位 点 ,而 重复 序列 正 是 真 核 生 
物 DNA 中 大 量 存 在 的 。 但 必须 指出 的 是 ,这 个 模型 和 生物 体内 实际 存在 的 展 综 复杂 的 调控 系 
统 相 比 是 过 子 理想 化 了 ,而 且 ; 它 所 提出 的 调控 机 制 还 必须 经 受 实验 的 检验 。 就 目前 所 知 ,已 发 
现 的 激活 因子 基因 的 表达 都 是 本 底 组 成 型 表达 ;而 非 诱导 合成 ,诱导 内 是 使 它 具有 促进 转录 的 
活性 。 


二 ， 基 因 调 控 的 顺 式 作用 成 分 


从 70 年 代 后 半期 ， 人 们 利用 定点 突变 的 方法 以 及 脚印 法 系统 地 研究 基因 转录 的 调控 位 
点 。 高 等 真 核 生 物 的 蛋白 质 基因 表达 的 调控 需要 两 种 DNA FA TES. a 
一 般 位 于 转录 起 始点 上 游 100bp 的 范围 内 。 启 列子 是 RNA RAMAI A TA ET 
必需 的 ;而 增强 子 的 作用 在 于 增加 转录 的 速率 。 增 强 子 谎 具 有 的 特性 是 ,增强 子 可 以 在 很 远 的 
距离 作用 于 湛 式 连接 的 启动 也 ,这 种 作用 炉 役 有 方向 性 的 。 也 就 是 说 ;增强 子 基 可 以 位 于 启动 
子 的 圭 游 ,也 可 以 位 于 启动 子 的 下 游 。 然 曾 ; 近 年 来 工作 家 明 , 在 作用 机制 方面 ;增强 子 与 启动 
子 中 调控 转录 的 成 分 有 不 少 相似 之 处 。 

通过 对 类 量 的 启动 子 进 行 分 子 踪 传 学 分 析 ， 发 现 蛋 白质 基因 启动 子 的 一 般 模式 。 关 多 数 
AATE - 25 峙 近 都 有 一 个 TATA 框 ， 着 -75 附近 有 一 个 OGAAT 框 (也 右 写 作 QAAT 
手 的 )。 这 两 种 调控 成 分 我 们 已 在 第 六 章 中 作 了 初步 的 评述 。 上 游 启动 子 成 分 (upstream 
promoter elements, (HUPE) 除了 0OCAAT 柜 以 外 ,还 有 其 他 各 种 固 基因 而 异 的 上 游 启 玛 子 
成 分 .如 GGGCGG,GOGACACGOGC,ATQGGAAAT 等 。 现 在 已 经 知道 ,TATA 框 是 控制 转录 精 
MERTA 而 UPE 则 控制 转录 起 始 的 频率 启动 子 的 强度 就 决定 于 UPE 的 数目 和 种 类 ,这 
些 UP 了 序列 相对 于 TATA EM ARB E MHRA. Bes GGGOGG EFRA CCGOOG 
同样 起 作用 。 在 UPE 与 TATA 框 之 间 插 入 整 圈 数 DNA REAA n.5 图 双 螺旋 对 转录 
的 影响 ,前 者 要 比 后 者 小 得 多 (网 第 十 章 )。 

通过 对 和- 珠 蛋 语 基因 的 启动 子 进 行 密集 的 突变 研究 ,已 经 发 现 谱 崩 动 子 上 有 一 个 TATA 
框 和 两 个 UPE 序 列 , 其 中 一 个 是 COAAT 框 ; 身 一 个 是 GOOAGACOO( 图 9-12)。 所 有 的 UPE 
序列 上 者 与 特定 的 转录 因子 相 结 合 ， 这 可 以 通过 脚印 法 和 凝 胶 阻 灌 法 进行 检验 。 很 多 这 些 因 
子 已 通过 识别 位 点 亲 和 层 析 法 加 以 提纯 。 

增强 子 同样 是 通过 特定 的 转录 因子 与 之 结合 而 实现 其 对 转录 的 增强 作用 。SV40 增 强 
子 基 最 早 发 现 也 是 研究 最 多 的 一 个 增强 子 。 ESAT VRAD A, TATA, SPL 结合 位 
点 等 调控 成 分 构成 极其 复杂 的 调控 区 (图 9-13), 对 SV40 AY eA, WER 
达 以 及 DNA 复制 均 有 影响 。 这 一 调控 区 的 作用 机 制 也 极为 复杂 ， 有 有 调控 党 白质 与 DNA 的 
相互 作用， 有 结合 于 DNA 上 的 调控 蛋白 质 分 子 之 间 的 相互 作用 ， 也 有 游离 的 调控 蛋白 质 的 
相互 作用 从 机 影响 它 们 与 DNA 的 作用 。 由 子 调 控 蛋 白质 的 结合 ，SV40 RRS KD 
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图 9-13 SV40 基因 表达 调控 区 结构 示意 图 


在 图 9-13 中 ,两 个 正章 重复 的 ?2 bp 序列 (一 107 一 ~- 178, —179~— 250) 构成 了 增强 子 
的 主要 部 分 , 撒 据 宪 点 突变 试验 结果 ,3SY40 MT EAS EY 15 一 20.bp 长 的 增强 
子 成 分 (enhancer element) ， 分 别 为 A,B, CCB 9-14)。 这 三 个 增强 子 成 分 能 互相 苏 间 以 
促进 转录 。 人 工 重 纪 的 两 个 三 两 个 以 上 的 初 局 或 不 同 的 增强 子 成 分 ， 志 能 增进 转录 。 也 就 是 
说 ,增强 子 必须 有 两 个 或 两 个 以 上 的 增强 子 成 分 才 具 有 自动 的 促进 转录 的 功能 。 对 于 增强 于 
成 分 作 进 一 步 的 分析 ， 发 现 有 功能 的 增强 子 成 分 也 都 是 由 两 个 部 分 所 组 成 ， 而 且 这 两 个 部 分 
必须 紧密 相连 ， 明显 地 表现 出 对 间距 的 敏感 注 ， 这 种 构成 增强 也 成 分 的 亚 单元 叫 化 增强 子 元 
《enhangon)。 每 个 增强 子 元 都 是 一 个 转录 因子 的 结合 位 点 。 就 昌 前 所 知 ，SV40 增强 子 主 
BH coroA( — 271~~ 263) ,00re0 (~ 248~ — 240), TO N (— 239~ — 233), TOI (~230~ 
—224), SphU(-216~- 208), Sph1(-207~~-199), P(-198~-185) 等 增强 子 元 。 
cored 的 结合 因子 还 没有 纯化 出 来 ， 人工 构 建 的 coreA/coreA 增强 子 成 分 是 有 很 高 活 宪 的 ， 
而 coreC/coreC MRAR. WaT CEH eoret 和 TOE PAAR, EAs SRE 
AGERE TP) Ap3 Fi Ap2 结合 。TOI Ape 的 结合 能 力 较 弱 。 此 外 .Ap2 还 能 结合 于 BP1 的 
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结合 区 以 及 早期 基因 的 转录 起 始点 附近 。 增 强 子 成 闻 主 中 的 Spa 工种 Sph I 有 一 个 共同 的 六 
RAL. RH Sph i 和 8BphI 的 ERIE TJAT] CATTTGCAT) HARIS 
列 , 但 并 不 是 由 NF-A AA BAT FR SphI/Sph I 的 活性 比 天 然 的 成 
分 B 更 强 , 面 Sph I /Sph I 几乎 没有 活性 ,但 SphI/Sph I 却 叉 具有 天 然 增 强 子 成 分 了 活性 的 
50 狗 。 这 些 都 说 明成 分 卫 是 由 两 个 强度 不 同 的 备 自 独立 的 增强 溯 元 组 成 的 它们 与 转录 因子 的 
亲和力 不 同 , SpbhI 对 于 转录 因子 的 铺 合 能 力 比 Sph IKES., MRTE PE API 的 结合 位 
点 ,但 实际 表明 ,P HRANT SV40 增强 子 的 功能 没有 什么 影响 。 
核心 点 ， 核心 TOL TCI 
ACAACOAGOTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGOAG 
一 280 一 270 260 —250 — 240 230 
| a | | c 
Sprit Spit 
GOAGAAGTATGCAAAGOATUCATOTOAATTAGTCAGUAACGA, 
一 220 一 210 一 200 — 140 一 180 


a | 
Eyi SV40 增强 子 中 远 上 游 重 揽 序列 (- 179~ - 250) 及 其 
附近 的 增强 子 成 分 和 增强 子 元 


由 图 9-14 可 见 ;增强 于 威 分 A, B,0, 都 是 由 两 个 增强 子 元 构成 的 ,而 且 这 两 个 部 分 紧密 
相连 ,没有 间隔 ,实验 表明 ,人 工 组 建 的 60reA/coreA ZIMA 1~2 个 bp, 则 活性 只 有 无 
间隔 的 coreA/core 丰 的 6 免 ; 揪 入 5 个 bp 则 完全 内 去 活性 ,实验 还 表明 ,尽管 两 个 增强 子 元 完全 
紧密 相连 , 但 它们 与 激活 蛋白 的 结合 仍然 是 各 自 独立 的 用 已 纯化 的 各 p3 和 Ape 与 增强 子 成 分 
刀 的 镇 合 , 完 全 是 各 自 独 立 的 ,各 占领 成 分 口 的 一 半 。 因 而 ,增强 予 成 分 口 是 由 两 个 不 同 的 增 
强 子 元 eoreg 和 TOI 组 成 ,它们 分 别 与 两 个 不 同 的 转录 因子 Ap3 和 Ap2 结合 ， 从 而 上 生成 一 
个 能 够 促进 转录 的 复合 物 。 而 增强 子 成 分 B 是 由 两 个 基本 入 同 的 增强 子 元 Sph 工 和 Spb I 
成 ,结合 着 完全 相间 的 转录 因子 ,也 构成 了 能 够 促进 转录 的 复合 物 。 这 些 能 够 促进 转录 的 复合 
物 又 称 为 能 产 异 复合 物 (Produotive oomplex)。 如 果 一 个 孤立 的 增强 子 元 结合 了 一 个 结合 发 
自 或 者 一 个 增强 子 成 分 上 只 结合 了 一 个 转录 基 子 ( 续 乏 曙 一 个 转录 央 于 )， 都 不 能 形成 能 产 型 
复合 物 (图 9-15a)。 为 什么 一 个 转录 因子 与 增强 子 元 的 结合 不 能 形成 促进 转录 的 复合 物 呢 ? 
目前 人 们 认为 ,尽管 转 水 因子 与 增强 子 元 的 结合 是 各 自 独立 的 ,但 它们 激活 转 深 的 功能 却 是 互 
补 的 , 谁 也 离 木 开 它 的 伙伴 。 也 就 是 说 ,结合 于 同一 增强 子 成 分 的 两 个 转录 因子 产生 一 个 激活 
结构 域 (activation domain) AIA 9-15 中 的 人 入 和信。 由 于 增强 子 成 分 是 可 以 互 换 的 ， 增 强 子 
元 也 可 以 互 换 ， 因 此 不 同 增强 了 予 成 分 产生 的 激活 结构 域 在 功能 上 一 定 是 等 价 的 。 这 也 解 刊 了 
为 什么 增强 子 成 分 必须 是 双 况 位 的 结构 。 

增强 子 成 分 又 为 什么 需要 两 个 以 上 才能 起 作用 呢 ? 这 是 因为 能 产 型 复合 物 并 不 直接 与 
RNA 率 合 酶 发 生 作 用 ,而 是 与 近 启 动 子 成 分 复合 物 发 生 相互 作用 。 在 近 启 动 子 成 分 复合 物 上 
有 了 两 个 与 激活 结构 域 相 耳 作 用 的 位 点 ， 因 此 需要 两 个 增强 子 成 分 及 其 复合 物 。 这 种 近 启 动 子 
成 分 复 台 逆 到 底 直 什么 ? 有 可 能 是 TATA 框 及 共 结 合 因子 TPR TD 与 RNA 束 合 酶 工 以 及 其 它 
稍 助 因子 所 构成 的 。 这 样 的 相互 作用 示 于 图 9-155。 
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反 式 作用 因子 (1~4 种 ) 时 ,该 增强 子 才 显示 促进 转录 的 功能 。 如 图 9-15a3 中 ,该 增强 子 成 分 
上 缺少 一 个 反 式 作用 国 耶 , 因 而 没有 功能 ， 如果 在 共存 所 党 的 两 种 到 式 作 用 因子 的 组 织 中 ,该 
增强 子 成 分 就 会 有 功能 。 另 一 种 可 能 的 意义 是 ， 由 于 增强 子 的 作用 可 以 在 不 周 的 方向 和 很 大 
的 距离 范 转 内 促进 基因 的 表达 ,如 果 其 结构 像 启 动 于 成 分 那样 简单 的 话 , 很 序列 都 有 可 能 因 
真 发 突变 而 成 为 增强 于 ， 从 而 造成 基因 表达 的 混乱 。 增 强 子 的 复杂 的 组 织 方式 就 阻止 了 这 种 
情况 的 产生 。 
整个 真 核 生物 基因 的 顺 式 调控 成 分 的 组 织 方式 示 予 图 9-16。 
尽管 真 核 生 物 增强 子 在 组 织 方式 上 和 作用 特点 方面 与 肩 动 子 成 分 有 所 不 同 ， 但 是 二 者 均 
是 与 反 式 作用 因子 相 结 合 , 热 后 通过 反 式 作用 四 对 的 某 种 相互 作用 ,从 而 促进 了 转录 。 在 关 执 
存在 的 增强 子 和 启动 子 中 ,有 些 DNA 序列 及 其 反 式 作用 因子 是 共同 的 , 而 且 有 些 增强 子 元 和 
启动 子 成 分 可 以 互 换 。 例 如 免疫 球 蛋白 基因 的 增强 子 中 的 八 核 并 酸 序列 (ATTTGCOAT) 也 存 
在 于 许多 革 央 的 启动 子 中 ,当然 它们 都 是 与 同一 种 蛋白 质 因子 (NEF-A) 相 结合 。 当 SV40 的 增 
ATERN &- 穆 蛋白 基因 启动 子 的 上 游 100 bp 以 上 时 ， 如 果 缺 失 两 UP 也， 则 基本 上 丧失 转 
IRE. MS SVL 的 增强 也 代替 两 个 UPB, 则 很 大 一 部 分 转录 活性 可 以 局 复 , 由 此 看 来 ， 
启动 子 与 增强 好 有 很 大 的 相似 性 。 有 超 的 是 , 热 震惊 共 因 的 上 游 启动 子 成 作 HSTE (ONNG- 
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如 OAAT 框 的 多 拷贝 重复 就 不 能 在 远 距 离 刺 激 转录 。 

增强 子 为 什么 能 远 距 岗地 刺激 基因 的 转录 ? 近年 来 的 许多 资料 都 说 明 ， 结 合 于 增强 子 二 
NESRATS ASF LOBES RHE ,形成 复杂 的 塌 录 介 合体。 在 下 过 程 中 ， 亲 个 结合 
RZA DNA FB pee oe ee ty (A 9-15b), Atchison 等 人 通过 对 免疫 球 蛋 和 白 k 链 的 启动 子 和 
增强 子 关系 的 研究 ,在 上 增强 子 存 在 时 , 距 增 强 子 440bp 与 2,7kb aT Be 
性 , 从 而 否定 了 所 谓 增 强 子 是 RNA 聚合 柄 双向 进入 位 点 的 假 详 。 按 照 双 向 进入 位 点 的 假说 ， 
就 必然 是 离 增 强 子 近 的 启 游子 的 转录 效率 高 。 

MERA ATE Ae PE A HS a GH E Silencer) if af 
Fh AEE AT, PELE STR, HAIR 

兰 、 基 因 调 控 的 反 式 作用 因子 

上 前 已 发 更 了 许多 反 式 作用 因子 ， 其 中 主 又 是 线 白质。 其 中 研究 得 最 上 光 的 就 亡 算 识 刚 
GGGOGG HERAF SP1 ,识别 DOAAT 框 的 0TF, 热 震惊 基因 的 转录 因子 HASTE, RSS 
激素 受 体 等 。 最 近 ， 人 们 发 现 同形 暴 位 基因 编码 的 蛋白 质 也 是 转录 因子 ; 有 些 转 录 因 子 ， 如 
Apt 觉 是 由 原 痛 基 因 jn 所 编 色 的 。 这 些 都 引起 了 人 们 极 六 的 兴趣 ，, 它 向 人 们 提供 了 三 胎 分 化 
和 癌症 发 生 的 新 线索 。 下 面 , 我 们 仅 以 SP1 和 OTF 为 例 ; 让 读者 了 解 转录 因子 的 一 般 情况 。 

1. SPL 古 从 人 类 细胞 中 分 离 到 的 一 种 转录 因 巴 ,是 8Y 40 转录 所 必需 的 , 它 所 识别 的 这 
列 GGGOGG AAEM HM, WEAVER ERM. SV40 的 启动 子 中 , 有 5 个 这 样 的 40 
框 ,SPl 与 其 中 三 个 结合 较 剖 ， 现 个 结合 较 习 ， 还 有 一 个 不 结合 (图 9-17)。 每 个 SP1 可 以 保 
HKA 20bp 的 DNA, SV40 启动 子 中 的 GC 框 可 促进 早 手 和 晚期 基因 的 转录 。 现在 已 经 发 
RESRAAN ATR EACCK BSE H metallothionein) A A DPHE E 
BAS. ANBAR BE SF ESA OO, ARMAS HOC 框 具 有 不 同 
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的 排列 方式 。 图 9-17 RR SV40 早期 和 晚期 基因 的 启动 子 ， 瘤 疹 病 海 TS EB Pe 
病毒 胸腺 喀 院 核 背 激 酶 基因 肩 动 子 , 猴 基 因 组 中 双方 向 启动 子 (B- BSR), DRZNE 
AL ASNT SSF GC RARE AA RE a G 的 一 条 链 的 方向 作为 QC Eh 


方向 )。 根 据 图 中 19 个 SP1 结合 位 


点 的 序列 进行 分 析 ， 得 出 GC 推 的 一 致 序列 是 
G, GGO 
paaacaa gee 


SPILARA AT GO 框 的 太 询 中 ， 而 县 各 SP1 Bear DNA 双 螺 旋 的 同一 向 。SPI 不 具 
备 组 织 特异 竹 , 启 动 子 的 GO 框 上 SP1 的 结合 与 消 可 使 转录 效率 相差 10 一 25 伴 。 


AGCAACCATAGTCCCOCCCCTAACTCCOCCCATCCCGCCCE TAAC FECGCEC AGT PCCGCCL ATIC ICCGCECE 
fae | 
TEGTIGGTATCAGGGCOGGGAT TGAGEC ECCT AGGGLGGGGAT TGAGGCGGGT CAAGGCOGGT AAGAGGCOGGO 
at + + 


io} 


w% pir a : 


€ GCC 
TGS 台 3CGGAAT © 一 一 
一 《sm cc 


GC R-HAR 


图 9-17 PRAFSPL 及 其 结合 位 点 GC 枢 


(a) SV40 启 


子 动 中 的 8 个 GOH 


O) 不 同 的 启动 子 巾 。GQ 框 具有 有 不 同 的 位 置 和 方向 
2. CTP 是 真 核 生物 中 结合 OOAAT 柜 的 一 个 转录 因 于 ,OOAAT 杠 的 存在 较为 普遍 。 除 
了 在 小 鼠 B- 珠 蛋 自 启动 子 中 OOAAT 框 需要 与 另 一 个 启动 子 成 分 OGAOAGOOG 相互 作用 以 
外 (实际 上 为 两 种 结 食 的 蛋白 质 因子 相互 作用 ) ,其 余 的 00AAT 框 均 测 立 地 起 作用 。 体 外 转录 


试验 表明 ,在 Hebe 细胞 核 提 到 渡 


,有 一 种 蛋 帕 质 因 子 能够 结合 疱疹 病毒 胸腺 喀 辽 核 背 激 酝 


FSi Fy CCAAT FEEL BN BUR a- 珠 蛋 白 基 因 的 OCAAT fie, 


通过 对 大 量 的 启动 子 结合 试验 


， 发 现 OTP 的 识别 序列 与 过 去 发 现 的 能 够 识别 腺 病毒 复 


制 原点 的 核 因子 1 (NF~1) 的 识别 序列 很 相似 。 通 过 滥 传 学 方法 和 生物 化 学 方法 ,都 证 明 
NF-1 是 腺 病毒 DNA 复制 起 始 绝对 不 可 缺少 的 。 通过 与 大 量 的 不 辐 病 都 和 细胞 基因 组 
DNA 亲 和 性 试验 利 单 磊 基 替代 对 于 NF-1 亲 和 性 的 影响 的 试验 ,得 出 NF-1 的 一 致 识别 序列 
为 TGGKA/O) NeGOCOAA。 这 一 一 致 请 列 与 GOAAYT 是 相关 的 ,只 不 过 XI-1 的 一 致 序列 具有 


二 售 旋 转 对 称 性 TOO AA Tbk 


种 对 称 性 (图 9-18)。 对 这 两 种 蛋白 质 因 子 进行 进一步 的 生 
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化 分 析 ， 发 现 它们 完全 是 同一 种 分 子 。 同一 种 DNA HARASS THO RAAT 
功能 ,这 ~ 发 现 是 硬 人 导 昧 的 。OTF(NF-1) 是 如 何 促进 复 拥 过 程 的 ,现在 还 不 清楚 ， 或许 与 
第 一 个 0MP 结合 有 关 ( 见 第 三 章 )。 近 来 人 们 发 殊 , 能 与 COAAT 颂 结合 的 并 不 止 了 HF-1, 还 
ENEY g, O oom 、 

OTF (NEF-1) 与 SPI 一 样 , 问 岸 是 作用 于 DNA 的 大 沟 ， RS Hh IE AUT 
RETER ERRA 100 们 以上 的 组 织 专 一 性 因子 ， 而 实际 上 真 核 基因 在 不 同 的 组 织 
中 宁 达 可 能 相关 好 儿 个 数量 级 ,如 鸡 的 匈 清 蛋白 基因 。 这 就 表明 ,基因 转录 的 激活 可 甬 需 要 多 


种 蛋白 质 因 也 的 共 半 作用。 
WA +n ‘wen 
TTGGCT NNN AGCCAA’ -RFH 


TTGGAT TGA AGCCAA TA  Ad-2/5 A#m 
ATGGCG CGG AGCCAA TG mas (-300) 

ATGGTA TGG “GCCAA GA A -mE  (-200) 
CTCCGC GCC AGCCAA TG AV -Ea  (-70) 
TOCCTT CTG AGCCAA TC hsp?0 (-20) 

CCTTCC TTG GACCAA TA  hsp7o (-145) 

AAGC CAG AGCCAA CC ~ As -WR (-150) 
GGGGCG CPC AGCCAA CC ras (-250) 

CGUGUGA CAC CGCCAG CA HSV tk (-160) 
GTTCGA ATT CGGCAA TG HSV tk (-80) } 


CTGAGG GTT GGCCAA TC As- REKA (220) 
Hois CTF (NE-1) 的 各 种 结合 位 点 的 比较 结 含 为 的 窗 、 引 、 低 所 
KERS 们 以 上 一 个 因子 ， 是 护照 DNAaseI 有 彼 印 法 分 析 而 估计 的 


a 


如、 实 核 基因 转录 调控 的 机 制 

1. 项 式 调控 成 分 与 上 反 式 调控 轩 子 的 相互 作用 ”基因 的 所 有 磺 式 润 控 成 分 ,包括 上 游 启 动 
子 成 分 UPE) AMET ,都 到 与 相应 的 反 式 作用 因子 结合 。 反 式 作用 因子 与 顺 式 调控 成 分 结 
合 以 后 ;还 要 通过 蛋 自 质 与 蛋白 质 之 冶 的 相互 作用 (包括 反 式 作用 因子 之 间 的 相互 作用 和 反 式 
作用 因子 与 RNA 率 合 酶 之 间 的 相互 作用 ) ,才能 实现 它们 对 于 基因 转录 的 调控 。 关 了 于 调控 蛋白 
质 与 其 识别 位 点 之 间作 用 的 分 予 宙 制 以 及 蛋白 质 分 子 之 间 相互 作用 的 可 能 方式 将 在 下 一 章 中 
讲授 。 

2， 可 诸 导 的 顺 式 调控 成 分 可 诱导 的 顺 式 调控 成 分 主要 是 指 那 些 对 热 储 惊 ,重金 属 、 病 
FRA, LENT, ERR ERRORS. REP a Se 
很 远 (增强 子 ) ,有 的 就 成 为 UPE 成 分 。 

不 同 物种 的 同一 种 可 诱导 基因 的 顺 式 调控 成 分 有 很 大 的 保守 性 ， 如 各 种 哺 妥 动物 的 级 金 
蛋 良 启动 子 在 ~ 59, ~- 89 和- 140 be H+ we Ss GC 对 的 12 bp 的 保本 序列 (CTGOGOCCG- 
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3000), GRABS AO OL) PAAK WN ATH MM, RATES 
RRR AEM AS. PU RM Asp 70 基因 了 ATA {ER 25 bp, 
50 bp, 180 bp, 220 bp 附近 ,共有 由 个 HSE 成 分 。 80 ZEA FIR AUR A UAT HY 
ECKMAN. ROTEL TRARY, 反 式 调节 因子 种 类 的 不 同 。 

怖 式 洞 控 成 分 对 基因 转录 的 激 溢 作 用 可 以 通过 不 同 的 途径 (图 9-19) » TAR — 
因子 的 激活 (或 合成 ? )， 也 可 能 是 使 阳 过 重 册 失 活 ， 也 可 能 是 上 面 两 种 作用 同时 发 生 。 果 蜂 
jsp70 基因 的 HSTE 与 HSE 的 作用 就 是 下 调控 的 例子 。 尽 管 在 诱导 儿 非 诱导 的 组 胞 中 痢 能 
分 离 到 HSIF, 但 在 诱导 细胞 中 务 窜 出 米 的 HSTF 具有 高 得 多 的 体外 转录 活性 。 BURGE 
HSTE 不 是 诸 导 合成 的 ,而 是 在 诱导 之 后 HSTP 受 到 了 修饰 或 者 结合 了 小 分 子 配 基 。 EES BE 
发 现 的 反 式 调控 因子 中 ,没有 一 个 是 话 导 时 合成 的 。 也 就 是 说 结构 基 办 已 经 作 好 了 预备 状态 ， 
随时 可 以 被 请 导 。HSTF 是 以 二 聚 体形 式 结合 子 SE 的 。 第 一 个 二 聚 体 的 结合 引起 了 DNA 
的 意 曲 ， 从 而 促进 第 二 个 二 诊 体 的 结合 。 第 二 个 二 珍 体 的 结合 引起 了 HSTF fy DNA RRE 
化 ,从 而 能 发 了 转录 反应 。 

高 等 真 核 生物 中 研究 得 最 清楚 的 反 式 激 痪 因子 就 是 许多 固 防 甘 激 素 的 受 体 ， 它 们 能 激活 
IRL GO ET GSP ARA. FH A ST EB IRB 
DNA Li 3-210 ORTH RA). MAR RAEN, SE ERR EAEE R R a 
克 聊 并 进行 了 序列 分 析 。 一 个 质粒 指 带 受 体 履 自 相 因 ， 另 一 个 质粒 含有 可 为 相应 激 案 所 诱导 
的 增强 子 。 将 这 两 个 质粒 共同 转化 到 不 含 受 体 的 细胞 中 ， 激 素 受 体 复合 物 与 增强 子 的 结合 促 
过 了 有 关 基 因 的 转录 。 激 素 调 节 转 录 的 组 织 插 异性 就 在 于 轰 细 胞 含有 大 量 的 激 索 受 体 (如 鸡 
Seri Ee 1 Or ts WERE OR) ,而 非 和 组 织 不 含 受 体 或 受 体 很 少 * 早 期 研究 表明 RIE S 
细胞 膜 上 的 受 体 结合 以 后 ,复合 物 进入 细胞 核 ,再 结合 于 DNA be AREIA TERRE 
在 时 ,细胞 楼 内 宪 有 其 受 体 。 人 们 还 发 现 通过 用 免疫 亲 和 层 析 纯 化 的 糖度 质 激素 受 体 ,在 没有 
激 老 时 在 体外 能 与 其 调控 位 点 结合 ， 而 用 一 泗 外 合 谍 的 受 体 在 没有 精度 质 激素 时 却 不 能 与 其 
溪 榨 位 点 结合 。 困 此 ,激素 对 于 基因 铜 控 的 机 制 可 能 不 是 邢 么 简单 。 然 疝 , 激 素 对 基因 调控 作 
用 的 轮 麻 是 清楚 的 ,激素 一 受 体 一 顺 式 作用 位 点 ,三 者 缺 一 不 可 。 


1 ERED PO me TRA FOR A 
@ i 括 性 调控 三 of BAXA 
无 活 狂 谓 控 因 于 - A 
WAU SE 
pae 


@ conor n 
LDP 


GHEE 

图 9-19 PEARS aR SP ore ERE. I, TEES 
字 的 激活 。 工 ， 负 调控 内 子 的 失 活 。 诱导 同时 导致 正 调 擦 因子 的 激活 
和 和 负 调 控 因子 的 失 活 的 机 制 设 有 在 区 中 表示 出 来 
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以 上 的 几 个 例子 都 是 正 调控 因子 的 水 洪 。 具 有 正 调 控 因 了 的 激 汪 和 负 调 控 因 子 兴 活 的 例 
FA 8- 干 抗 吉 基 因 的 调控 ,8- 干 扰 迪 基因 启动 子 调节 成 分 (LRE) 有 酌 个 功能 钻 牧 域 所 组 成 。 
即 一 个 负 调 粹 成 分 和 一 个 相 邻 或 少许 重 到 的 正 调控 成 分 。 当 和 负 再 控 成 分 缺失 也， 相 起 基因 在 
EES Wy BK PR OLAN 8-IFN 基因 负 亩 控 成 分 的 存在 )。 后 来 人 们 发 现 ,将 这 种 负 
调控 成 分 与 异 源 和 局 动 子 组 合 SSE RAI ARS ER. MS 
强 子 效应 。 用 脚印 法 (用 DNAase I ) 发 现 , 仙 调控 成 分 在 诱导 前 受 保护 而 在 诱导 后 木 受 保护 ， 
而 正 调 控 成 分 的 梢 况 险 好 机 反 。 很 可 能 正 调控 因子 激活 后 结合 于 正 调 控 位 点 而 同时 排斥 了 只 
调控 因子 的 存在 。 

正 调控 因子 的 激活 和 人 外调 控 因 子 的 失 肖 的 作用 模型 示 于 图 9-19, 

8. 组 织 特异 性 的 虎 式 调 榨 成 分 “基因 表达 的 高 度 组 织 特 措 性 的 一 个 例子 是 免疫 妹 熏 自 
(Ig) 基 因 的 表达 不 仅 限 于 了 细胞 ,而 且 必 须 在 炎 淋 巴 细胞 分 化 的 特定 阶段 才能 被 激活 。I8 此 
FRA SES P DNA 序列 :了 AEREE RET Ig 启动 子 以 及 纲 肢 专 一 性 的 转录 后 症 岗 
所 必需 的 基因 内 岸 列 。 盘 过 增强 子 和 启动 子 之 问 的 协同 作用 有 效 地 控制 着 Ig 基因 的 岩 达 。 
这 种 苏 同 作用 可 能 是 道 过 结合 于 两 种 DNA 成 分 上 的 蛋白 质 因子 而 实现 的 。 在 弄 强 子 和 启动 
中 都 有 Ie 八 核 昔 酸 序 列 (ATTIGOAT) ,它们 结合 了 相同 的 蛋白 质 因 子 NE-AL 和 NE-A3。 
AWAR TEARRE E JIg 基因 宜 达 的 组 织 特异 性 在 于 其 增强 子 上 的 增强 子 核心 
序列 的 作用 。 

卫 细 胞 特异 性 的 增强 子 存 在 于 mu 恒通 和 kappa 轻 链 基 因 的 内 元 上 小。 通过 缺失 突变 的 研 
究 , 表 明 mu 重 链 基 因 的 增强 于 至 少 包含 140bp, 其 由 除了 一 信 上 述 的 Ig ARER E 
个 与 CAGGTGGO 相关 的 核心 序列 ,它们 结合 不 同 的 蛋白 质 因 予 (图 9-20)。 但 是 体外 结合 试 
验 只 发 现 Ri, Bar AO ( 八 核 阁 本 序列? 鱼 合 了 莉 白 质 因 闻 。 其 原 罗 还 不 清楚 ， 佑 计 可 能 是 与 
之 相应 的 蛋 自 质 因子 失 活 了 。 五 个 作用 位 点 中 任何 一 个 缺失 ， 只 会 降低 而 不 会 完全 消除 增强 
子 对 转录 的 激活 作用 。 


- Ei E2 E BLO 
(a) 一 
CO 一 (一 一 一 一 一 -的 in vitro 
í NP-Ai 
NE-wE1 NF-WE3 HPAAS 
(») — 
NF-KB NF-kE2 in vitro. 


(a) - 5 TATÀ pM AMF 50 bp 
= TATA 不 启动 于 
NF-A1 
NF-A3 
图 9-29 AEREA s PEMA ERE FAUR Pa 
(a) n 重 链 基 因 的 增强 子 ，(b) 不 轻 链 基因 的 增强 子 ; (e) a BERT 
有 趣 的 是 ， Es, Es 0 与 蛋白 质 因 子 的 体外 结合 并 不 限于 用 B 细胞 的 提取 波 ; 然而 , 基 
组 脚印 试验 表明 ,只 有 在 卫 细胞 中 这 些 铺 合 位 点 才 得 到 保护 。 人 们 的 解 有 释 是 ,这 些 铺 合 四 村 是 


© 358» 


各 种 细胞 中 广泛 存在 的 ， 但 是 这 些 位 点 只 罕 B 细胞 中 才能 被 结合 。 这 就 表明 这 些 因 子 在 了 细 
BRUA EREEREER EA 而 体外 试 驻 可 能 是 由 于 剂量 大 而 引起 结 食 。 在 3 网 
胸中 ， 存 在 西 种 能 绪 合 kappa 链 基 因 增 强 子 的 蛋白 质 因子 ,NEF-KB 和 FE-KTH2。 近 来 发 现 ， 
太 F-kB 并 不 仅仅 存在 于 8B 网 胞 中 ,在 许多 其 他 细胞 中 部 存在 着 非 活性 形式 的 NF-xB。 在 加 细 
暇 的 前 体 细胞 中 也 无 前 觉察 的 活性 形式 NFP-KkB。 但 是 当 B Si A (LPS) ,phorbol Bg 
类 ， 环 已 亚 必 等 试剂 处 理 时 ; 册 可 以 在 核 提 职 液 中 测 得 NF-#B 的 话 福 ,上 述 试剂 都 是 已 知 能 庄 
学 kappa MAREEN. EAERI. PRW kappa ZARI CA Al HeLa ayes 
ERA AES A AAE NEF-KB。 人 们 已 经 知道 上 述 试剂 能 促进 细胞 内 三 白 贰 激 
MEC RPE. KIE NF-KB 的 修饰 有 可 能 是 采取 磷酸 化 的 形式 。 

调控 基因 转录 的 调控 看 自 质 基因 的 表达 又 是 如 何 调控 的 ? 如 果 还 是 采取 上 述 的 调控 机 制 
的 话 , 就 必须 有 无 穷尽 的 连 瀑 式 调控 体系 。 这 显然 是 不 必要 的 ,也 是 不 可 能 的 。 由 于 调控 蛋白 
质 各 于 量 航 少 。 在 细胞 内 可 能 是 低 水 平 的 本 底 组 成 型 表达 ， 并 有 可 能 产生 反 局 拖 制 。 这 些 基 
因 产 物 最 初 是 以 无 活 狂 形 式 存 在 于 细胞 内 。 引 起 细胞 分 化 诱导 因素 可 能 直接 地 通过 翻译 后 修 
饰 示 速 地 将 无 活 狂 的 调控 蛋白 质 转 化 为 活性 形式 ， 从 而 促进 有 组 织 特异 性 的 基因 的 表 和 。 
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真 核 生 物 的 核糖 体 RNA 基因 先 转录 成 一 个 较 长 的 ( 随 闭 物种 的 不 同 , 可 以 358 到 478, 
即 6 至 15 kb) 前 体 分 子 ,然后 才 进 行 转 录 后 处 理 成 为 成 熟 的 18 S, 5.88, 28 SrRNA, 以 便 参 
与 核糖 体 的 红 建 。 尽 管 真 核 生 物 细胞 中 常 消 10 000: ERNA ME Ce ee 
TRNA AE PRN A 的 合成 不 但 要 与 常规 代谢 相 协 训 , 而 是 资 与 周 国 环 境 、 生 物体 发 育 有 阶段 等 
条 件 查 凡 调 ,以 使 细胞 中 有 适当 数 刁 的 核糖 体 。 这 就 需要 增加 基因 “< 剂 是 ” SE A 
又 商 庶 控制 的 转录 ,在 真 信 细胞 中 , 随 物 种 的 不 同 , 有 有 1005000 rDNA HE ER EA 
Bh, 分 布 在 少数 的 染色 体 区 域 个 别 情况 下 以 染色 体外 分 子 形 式 存 在 。 这 些 rRNA 基因 ,是 
出 专 一 性 的 RNA RAR 工 进 行 转 录 的 。 一 般 懂 况 下 ,这 些 rRNA 基因 找 贝 妆 是 不 变化 的 , 因 
MARERA THREE, 
对 于 大 多 数 真 核 生物 来 说 ,rRNA WARAPA ARARA -40 + 5 BIS By 
于 ， 其 功能 娄 定 转录 起 雄 的 精 确 位置， 一 165~ 一 40 称 为 远 启动 子 ， 其 功能 是 影响 转录 的 频 
率 , 每 种 生物 都 有 特定 的 转录 因子 与 RNA 聚合 酶 工 结合 ,从 而 促进 与 启动 子 形成 转录 起 始 复 
合 物 ， 因 此 RNA RAW 工具 有 明显 的 种 族 特 异性 。 Aa Pe TER A R R E” 
(Nontranscribed Bpacer ,简称 NTS) 。 首 先 应 该 指出 ,NTS 是 一 种 误 称 。 现在 发 现 大 部 分 的 
NTS F294 300). TERUG NTS 结构 如 图 9-21 所 未。 


0bp ee 60/81 bp HHO 。 。 09181 bpi A ti 
KEFE ~300 bp ERE ~300 bp KETE 
2300 = 5300 bp ——_——— 
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在 图 9-21 中 ,60/81 bp 与 Bam 岛 重复 2~6 次 ,最 多 可 重复 8 次 。 其 中 A 区 在 序列 和 长 
度 上 都 是 独特 的 。 而 Bam 岛 ( 因 含有 Bam HI 切 点 ) 也 都 是 较 短 的 不 变 序 列 。 每 个 Bam Si 
后 举 部 与 启动 子 及 其 附近 序列 十 分 相似 。 这 表明 ， 存 NTS 中 可 以 由 这 些 启动 子 发 动 转录 。 
转录 产物 与 前 一 个 TRNA 基因 的 转录 产物 一 样 ,都 终生 于 离 下 一 个 +RNA eR AZ a 
215 bp 的 了 T3 序列。 过 去 曾 认 为 T1( 成 熟 的 28 TRNAS Ht), T2(T1 下 游 235bp) 是 转录 的 
终点 ,现在 已 经 知道 ,了 3 是 唯一 的 转录 终点 。 估 一 200 到 一 194 的 7 bp 保守 序列 (GACTTGOC) 
旦 转 录 鲜 凸 也 的 不 可 缺少 的 成 分 ,人 们 还 发 现 , 这 一 序列 的 突变 ,不 但 妨 克 转 录 的 终止 ,产生 通 
BO CAITR MRR. Aes RNA 的 ~ 168 bp sh, 也 存在 着 一 今 转录 
HEF To, To 的 缺少 也 会 产生 类 似 的 结果 。 T3 与 其 下 游 的 启动 子 之 问 的 距离 也 是 关键 的 ， 
A 人 bp 显著 减少 下 一 个 基因 的 转录 ;如 果 插 入 29bp 与 缺失 整个 T3 序列 的 影响 基 一 样 的 。 

细胞 内 有 许多 因素 能 促进 RNA 基因 的 有 效 转 录 。 专 一 性 的 RNA ROI 
RTD Te rDNA 串联 重复 基因 组 织 于 很 小 的 核 仁 区 域 ,就 增加 了 启动 子 肯 
局 部 浓度 ， 串 联 重复 基因 本 身 就 使 得 RNA 请 合 隋 在 转录 前 一 个 基因 后 并 不 解 离 而 活化 了 第 
STA HAUNTS 序列 中 的 多 捧 贝 启动 子 能 够 吸引 更 多 的 RNA RAMI, ERNA 集合 
酶 工 在 终 涉 子 处 注 活 了 下 一 个 基因 的 转录 。 或 省 有 细 移 核 关 子 促进 转录 的 终止 ,或 者 是 RNA 
情侣 酶 正好 磁 到 了 一 个 朱 因 结合 于 DNA 的 转录 起 始 因 子 。 这 些 都 还 没有 郊 分 晓 。 但 是 , 乒 核 
生物 PERE FE Om 和 Ons 的 结合 ,一 方面 阻 遇 了 Pr， 一 方面 六 激活 了 Px。lae 工 的 转录 
可 以 通过 rc 间歇 蛋白 绪 合 于 其 操作 子 而 形成 肖 我 调控 。 这 些 机 制 无 不 可 以 借鉴 。 现在 暂时 
HILERRIA NTS 内 的 终于 子 序列 能 够 保 进 下 一 个 革 因 的 转录 R BERAE T. 
REELE, EREEREER. TRNA 基因 的 组 织 方式 以 及 专 一 的 RNA 
浇 合 酶  ， 使 *RNA 基 因 的 转录 能 够 采取 品级 放大 的 机 制 ， 而 这 种 机 制 是 处 于 严格 控制 之 下 
的 。 - 


第 六 节 ”意外 的 意外 :RNA RARE 下 启动 子 的 多 形 性 
和 三 种 RNA 聚 合 酶 及 其 启动 子 的 共通 性 “av 


在 寻找 去 核 上 坐 物 RNA 形 合 酶 亚 的 启动 予 特征 时 ， 许 多 研究 者 都 相信 它 一 定位 子 转录 超 
类 志 的 上 游 , 就 像 原核 生 策 基因 的 启动 子 一 样 。 然 而 意外 终于 发 生 ，1980 年 Sakonj 等 人 发 
OL, JEANS SS RNA 基因 的 启动 子 帝 在 基因 的 内 部 ( 见 第 六 章 )。 在 RNA 萌 合 酶 下 的 基因 
内 启动 子 这 一 事实 已 在 教科 书 中 璃 立 其 地 位 之 后 ， 人 们 又 发 现 某 些 亚 类 基因 的 启动 子 除了 基 
因 内 成 分 外 ,还 有 些 基 天外 成 分 也 有 人 作用。 特别 是 在 应 激 反 应 中 ,转录 起 始点 上 游 25 bp 内 的 
序列 对 转录 有 显著 的 影响 。 然 而 ,基因 内 成 分 仍然 是 主要 的 ,上 游 序列 对 转 荣 的 影响 并 不 使 人 
感到 意外 。 

E RNA 聚合 酶 亚 雇 动 子 问题 上 的 第 二 次 意外 又 发 生 了 ，1987 年 Murphy 等 人 发 现 , 出 
RNA RARE 下 转录 的 基因 U6 和 ?7SK 在 它们 的 转录 起 始点 下 游 序列 全 部 候 失 ,仍然 能 够 进 
行 活路 的 转录 。 也 就 是 说 ， 这 两 个 由 RNA RAR TM PRO RAM TS PE 
游 ， 是 外 部 启动 子 而 不 是 内 部 启动 子 。 二 管 这 两 个 基因 确实 全 有 RNA RAR ILAI TRJ 
有 的 基因 内 或 分 A 区 序列 ,但 和 A 区 序列 并 不 是 这 两 个 基因 转 杂 所 必需 的 。 这 样 ,RNA 聚合 酶 
下 的 启 萄 子 在 不 同 基因 中 可 以 位 子 ~ 3 的 上 游 ,也 可 以 位 于 + 0 FB. MA 
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种 RNA 璨 合 酶 的 各 种 兆 动 子 一 定 处 子 大 体 相同 的 位 置 。 

HERRAR RNA BAM DERN. 在 其 转录 超 点 上 游 都 有 较 保 守 的 序列 ,特别 是 在 
一 35 附近 有 一 个 TATA 社 序 列 。 在 基因 7 SK 的 TATA POYI PH ARA KARRE E E 
作为 BNA 聚合 蜂 理 转录 模板 的 性 能 。 还 有 许多 基因 也 是 如 此 。 在 某 些 基因 中 ,转录 起 始点 举 
近 的 序列 也 有 明显 的 重要 性 。'TATA 样 序 列 是 否 结 合 有 在 了 类 宜 动 子 中 起 作用 的 TATA 结 
合 因 子 , 还 没有 确 详 的 证 据 , 但 看 来 是 很 有 可 能 的 。 这 就 是 说 ， 真 护持 物 的 不 同 RNA BOE 
可 能 使 用 共通 的 转录 因子 。 其 实 这 也 并 不 奇 公 ， 近 年 来 人 们 已 发 现 真 核 生 物 的 三 种 RNAM 
合 栈 也 有 些 共 通 的 亚 基 。 

序列 分 析 已 显示 出 由 RNA KAG eH Ul 和 U2 基因 以 及 由 RNA 聚合 酶 下 转录 
的 U6 EAZ - 70 附近 都 有 同样 的 上 游 启 动 子 成 分 。 信 得 注意 的 是 ， 如 果 U6 基因 缺失 这 样 
一 个 上 游 启 动 子 成 分 , 则 不 青 能 被 RNA RAB OBER. HULL, U 系列 RNA 基因 的 转 
录 是 由 一 个 共同 的 转录 因子 所 介 导 ,而 不 管 是 由 更 合 酶 工 还 是 聚合 酶 开 所 转录 。 

对 于 U6 积 78SK 基因 转 孙 的 研究 还 得 出 另 一 个 令 人 惊讶 的 结果 ;这 两 个 基因 的 远 上 游 序 
列 (- 200 bp 以 上 ) 对 于 RNA 又 合 酶 亚 的 转录 有 10~20 售 的 刺激 效应 。 在 这 段 序 列 中 ,有 两 
个 接 幢 的 八 核 车 琶 序 询 花 式 (4TTTGOAT)。 八 核 背 酸 序 列 存 在 于 许多 工 类 基因 的 增强 子 中 
《如 免疫 球 蛋 白 基 因 ) 和 上 游 局 动 子 成 分 中 (如 Ui 和 U2 基因 )。 实 验 表明 , RNA RAR 
U6 基因 的 转录 能 够 被 外 加 的 U2 基 四 竞争 性 地 掉 制 ， 而 不 能 被 八 核 背 酸 序 列 处 究 变 了 的 U2 
基因 所 抑制 。 脚 印 试验 表明 ， 同 一 种 蛋白 质 因子 NF-A CAAT RAM ISR U6 基 
因 的 八 核 普 酿 序列 和 聚合 酶 工 所 转 转录 的 UL U, AERO ABER, UE 
LATHES ERR RECA RBA RE, DO, 
增强 子 不 再 是 开关 基因 所 特有 ,而 是 能 增强 所 有 三 种 RNA 聚合 酶 的 转录 。 

三 种 RNA 聚合 本 转录 的 基因 具有 共同 的 特征 和 共同 的 转录 因子 ， 这 其 中 壤 示 着 某 种 调 
PLi. pin U4 和 U6 基因 产物 是 按 1:1 比例 镇 合 成 复合 物 ,但 分 别 由 聚合 酶 工 和 聚合 酶 下 
所 转录 ， 二 者 之 间 可 能 就 是 通过 这 种 方式 进行 协调 的 。 这 两 类 基因 间 协 调 的 桥 桶 可 能 就 是 
TATA# ARTA BE RPABA AY. cRNA 聚合 酶 了 转录 产生 的 主体 RNA(18 8， 
5.85, 28S) 和 由 RNA RARE HRM 58 RNA 也 是 按 1:1:1:1 比例 参加 炉 帮 体 构建 的 ， 这 
责 类 基因 的 启动 子 有 柯 共同 前 序列 特征 和 共 间 的 转录 因子 还 有 待 进一步 研究 。 至 于 大 些 基 因 ， 
如 emye PRERANE PAE RNA RAB LER, MPRA OR. CAA 
情况 如 各 及 其 可 能 的 调控 意义 都 还 不 清楚 。 
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的 mRNA 上 ， 造 成 转录 与 翻译 的 耦 联 。 这 正 是 原核 生物 中 误 减 子 调 信 机 制 的 结构 基础 。 而 
次 核 生物 具有 核 膜 结构 ,人 们 曾经 否定 了 翻译 影响 真 核 生物 基因 转录 的 可 能 性 。 然 而 ,近年 来 
的 研究 表册, 喜 核 生物 的 基因 转录 也 存在 勋 译 控制 机 人 制 。 

在 啤酒 了 母 中 ， 不 同 的 氨基 酸 合 成 途径 处 在 一 个 递 用 机 制 的 控制 之 下 。 例 如 缺少 色 拨 酸 
时 ， 能 够 解除 色 氨 酸 ， 精 气 酸 ， 组 氨 酸 ， 异 亮 氨 酸 ， 赖 氨 酸 等 氨基 可 合成 酶 系 的 阴 遏 。 
这 一 交叉 油 控 途径 就 称 为 省 用 氨基 酸 控制 ， 这 一 控制 机 制 至 少 影 嘛 到 24 个 基因 的 表达 。 
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通用 控制 发 人 生 在 转录 水 平 上 ， 因 为 上 述 任何 一 种 氮 基 酸 饥饿 都 造成 这 些 苛 因 MRNA 的 增 
加 。 
如 果 这 些 五 不 相连 的 基因 中 ,每 个 基因 的 上 游 都 存在 着 一 个 顺 式 作用 位 点 , 则 有 可 能 还 过 
一 个 共同 的 反 式 作用 因子 实现 这 种 控制 。 事 实 上 ,人 们 已 经 发 现 这 些 基 因 的 5 端 非 编码 区 域 
含有 一 小 段 重复 的 TGACTO， 这 是 通用 控制 机 制 所 不 可 缺少 的 。 如 果 将 这 样 的 控制 序列 与 
无 关 的 基因 (如 细胞 色素 O 基因 ) 重 组 在 一 起 , 则 使 该 基因 也 处 于 通用 和 氮 基 酸 控制 之 下 。 现 在 
人 大 们 已 经 发 现 了 这 一 反 式 作用 因子 是 基因 GON 的 产物 。 在 体外 实验 中 ,GCW4 蛋白 能 强烈 
地 结合 于 顺 式 作用 序列 TGACTO。 

上 述 控制 机 制 正 是 我 们 在 第 四 节 中 所 讲 的 机 制 。 如 有 果 只 是 如 此 , 那 还 谈 不 上 是 翻译 控制 。 
i GONA 基因 的 表达 是 处 于 翻译 控制 之 下 。GON 4 mRNA 有 一 个 ~600 核 苷 酸 的 非 编码 的 
前 导 序 列 。 这 一 序列 含有 四 个 很 短 的 开放 阅读 框 架 ， 葵 一 个 都 含有 一 个 起 始 密码 子 和 一 个 终 
止 密码 子 (图 9-22). EY mRNA 一 般 只 含有 30~90 MAFREN TFI. M-RE 
框 的 起 始 密 码 子 和 终止 密码 子 。 可 见 这 600 个 核 昔 酸 前 导 序 列 非 同 寻 沉 。 将 GOW4 基因 与 
lacZ 融合 ,出 柄 合 基因 的 表达 依赖 于 另外 几 种 不 相连 的 反 式 作用 基因 (GOW2 和 GODI)。 如 
SUDA RU BEE IRs, WI GON A-LacZ 融 台 蛋白 增 加 ,而 没有 相应 的 融合 基因 mRNA 
HRM RREH, 四 个 开放 阅读 框 基 在 翻译 水 平 上 控制 GOAW4 基因 的 未 达 。 世 外 ,在 含有 四 
个 开放 阅读 框 缺 失 突变 的 菌株 中 ,GOCW4 基因 的 有 效 表 达 就 不 再 依赖 于 GON? 盯 因 产物 。 人 
们 的 进一步 研究 发 现 ， 这 四 个 开放 阅读 框 时 有 不 完全 相同 的 作用 机 制 。 第 三 个 和 第 四 个 开放 
阅读 框 的 拙 制作 用 可 被 第 一 个 和 第 二 个 开放 阅读 框 所 解除 。 第 三 和 第 四 个 开放 阅读 框 又 处 于 
两 个 反 式 作用 因子 的 控制 之 下 : GCD1 产物 是 它们 的 损 制 效应 所 必须 ,而 GCN2 产物 用 以 克 
服 其 抑制 效应 。 正 是 这 两 个 反 式 作 罩 因 子 作用 于 四 个 开放 阅读 框 ,调节 了 GCN4 基因 对 氨基 
酸 水 平 的 应 管 反 应 。 而 GON2 fi GOD 这 两 个 基因 产物 的 性 质 和 必用 机 制 仍然 有 待 于 进 
步 的 研究 。 

以 上 分 析 直 明 ， 了 酵母 基因 的 转录 是 受到 竹 译 油 控 的 。 但 蚌 这 种 机 制 不 同 于 细菌 中 的 直接 
欧 联 机 制 , 而 是 要 分 为 两 步 ， 首 先是 共同 的 反 式 作用 因子 本 身 的 翻译 调控 ,然后 这 一 因子 先 过 
核 膜 ;实现 了 对 一 细 处 于 通用 控制 之 下 的 基因 的 调控 。 


5 +t +591 +1594 = 3° 
于 ` k y 


ORF1 0ORF2 ORF3 ORFS 
"AUG GCU UGC UAA AUG UGU UAA AUG UAC CCG UAG AUG UUU CCG UAA 


图 9-22 基因 GON 4 的 前 导 序列 中 有 四 个 短 的 开放 阅读 入 
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—, hnRNA 药 选 择 性 加 工 运输 


真 粮 生物 基因 活性 在 转录 水 举 调 控 是 决定 细胞 质 中 mRNA 水 平 的 一 个 重要 (在 大 多 数 
情况 下 十 主要 ) 方 式 。 可 是 在 试验 中 人 们 现 皖 到 ， 某 些 基 因 序列 在 hnRNA 和 mRNA 中 的 相 
对 在 当 诬 差异 很 大 。 换 言 之 ,一 些 基 因 的 转录 活性 和 它们 在 细胞 质 中 mRNA 找 员 的 数 日 不 成 
EEDA Ops BAE RPE 2 PE AA ORNA HRM AEDS. AeA R hnRNA 
比例 差异 也 很 小 ,但 是 生长 中 网 胞 的 网 胞 质 中 mRNA eee FS LP oe Py 这 些 
结果 说 明 除 了 转录 水 衬 的 调控 外 ，hnRNA 的 加 工 及 mRN 息 的 运输 也 是 决定 细胞 质 中 各 种 
mRNA 分 子 水 平 前 调控 环节 。 绚 胞 可 以 在 不 同情 况 下 有 选择 性 地 将 不 同 的 hnRNA 加 工 成 
mRNA。 并 把 它们 运输 进入 细胞 质 。 

hnRNA 选择 性 加 工 运输 对 于 基因 调控 的 重要 人 竹 在 海 服 8. purpuratus 中 表现 得 非常 明 
Ro TEA RA E ERKA 20 000 种 不 同 序列 的 hnRNA, 其 中 约 有 IT3 000 种 加 
工 形成 mRNA ， 在 成 体 肠 细 胞 中 ， 大 约 有 25 000 种 hnRXA， 可 是 只 有 大 约 3000 种 形成 
mRNA。 在 尿 竹 细胞 中 存在 而 在 肠 细胞 中 没有 的 mRNA 序列 级 大 多 数 可 以 在 肠 细胞 hn RN A. 
PRU. REN, CIPS eR TN MAAS, PAARA 
控 自己 mRNA 水平 的 主要 方式 似乎 不 在 转录 水 平面 在 对 hnRNA 的 逃 择 加 工 。 似乎 具有 一 
小 部 分 基因 的 调控 发 生 在 转录 水 平 。 

目前 对 hnRNA 选择 性 加 工 运输 的 机 制 了 多 得 很 少 。 hnRNA HWI P AE S RF 
形成 , SRA 的 添加 ， RNA PHA SR IE REE, WME 
RE mRNA 能 否 进 入 细胞 质 还 要 看 核酸 酶 的 降解 情况 以 及 穿越 细胞 核 膜 的 能 力 等 。 在 以 
上 这 些 步骤 中 ，hnRNA 不 是 以 游 商 状态 存在 的 ， 而 是 自始至终 和 蛋白 质 形 成 核糖 被 蛋白 
(hnRNP ,颗粒 ,很 可 能 RNP 蜂 粒 的 形成 是 RNA 加 工 的 先决 条 件 。 RNP 复合 物 中 的 蛋白 质 
组 分 可 能 包括 了 加 工 和 运输 各 步 怠 需 要 的 酶 系统 和 接受 调控 信号 (如 激素 ) 的 受 体 蛋 白 。 此 外 ， 
RN A 拼接 (可 能 还 有 运输 ) 过 程 需 要 mRNA 与 蛋白 质 形 成 的 复合 物 snRNP。 

mRNA 在 转录 开始 后 不 久 就 有 核 蛋 白 与 之 结合 而 形成 hnRNP WR, BOB HEF 
mRNA 和 分子 上 ，, 呈 串珠 状 , 就 像 核 小 体 结构 一 样 。 在 电子 显 微 镑 下 ,一 个 正在 转 水 的 活跃 基因 
周围 放射 出 许多 串珠 样 结构 (图 9-23), AT hnRNP 颗粒 与 核 小 体 不 同 ， 其 里 粒 大 而 不 均一 
(直径 大 约 20Å), 而 且 对 RNAase ek, ZEA MERRITT BIA PRG, 可 以 得 到 沉 
降 常数 为 808 一 408 的 颗粒 :与 核 精 体 小 亚 基 差 不 多 大 小 。 然 而 LnRNP 颗粒 与 核糖 体 不 同 ， 
hmRNP 窜 含 蛋白 质 , 其 中 蛋 自 质 占 四 分 之 三 ,RNA 占 四 分 之 一 。 这 样 ,每 个 30 晶 颖 粒 中 包含 

大 约 600 个 核 兰 酸 的 前 体 MRNA Hit, RNA Ze He a TILE, bo RNP 中 的 蛋白 质 是 
一 组 高 度 保守 的 分 子 量 为 30~40 KDa 的 蛋 自 质 。 它们 含有 异常 修饰 的 氨基 酸 ( 如 二 甲 基 精 氮 
BD :它们 的 抗原 性 亦 高 度 相关 ， 一 种 蛋白 质 的 单 克隆 抗体 常 与 这 一 组 中 欧 其 他 蛋白 质 有 交叉 
反应。 在 细胞 核 中 ,hnRNE 蛋白质 记 是 含量 较 直 富 的 非 组 重 自 ,现在 还 不 清楚 ,为 什么 这 组 蛋 
ARR Sik mRNA 结合 而 木 与 YRNA 和 RNA RA BL REY HHA. Uy RNA 
RAR WS EC AY RE KRENAR. hnRNP 蛋白 质 的 任务 仅 限于 细胞 核 
内 。 当 成 熟 的 mRNA 被 运送 到 细胞 质 时 , hnRNP 蛋 自 质 即 被 完全 不 同 的 另 一 组 蛋白 质 所 取 
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His 9-23 ok ie SS MEE 录 产 物 
与 hnRNP HABER hnRNP BL 


民 , 形 成 mRNP 复合 物 。 


.二 、mRNA 前 体 的 选择 性 拼 拉 ; 

结构 相关 的 ,发 育 上 受 控制 的 , 具有 细胞 类 型 专 一 性 的 疏 自 计 异 形 笨 (protein isoforms) 
的 表达 是 左 核 岗 胞 分 化 的 重要 特征 之 一 。 产 生 这 种 者 自 质 多 样 性 的 分 子 机 制 ;就 目前 所 知 ,可 
以 分 作 两 个 范畴 ,一 是 多 基因 的 基因 家 族 中 的 各 成 叶 在 特定 的 细胞 中 ,在 一 定 的 发 育 阶 段 和 在 
一 定 的 生 再 条 件 下 选择 性 的 表达 ; 二 是 从 同一 基因 产生 若 于 种 有 部 分 相同 结构 的 蛋 和 质 。 后 
者 是 我 们 在 这 一 小 节 中 讨论 的 主要 对 象 。 

DEERE ANE RRP, 即 通过 mRNA 前 体 的 选择 洽 
PET ERARA MRNA ,然后 翻译 成 不 同 的 蛋白 质 。 除 了 转 孙 后 水 平 之 外 ， 还 可 以 发 
生 在 转录 水 平 上 和 翻译 水 平 上 ETE BEE ASE RE? 绝 大 多 
数 是 通过 mRNA 前 体 的 选择 性 拼接 而 进行 的 。 

高 等 嘉 核 生 物 的 蛋白 斤 基 因 大 多 数 是 不 连续 基因 ， 原初 转录 产物 中 所 凶 全 的 内 元 序列 和 
MRNA 拼 过 而 被 除去 尽管 有 时 外 元 数目 众多 (其 肌 红 蛋白 重 链 基因 的 外 元 多 达 A O 
能 有 条 不 素 地 将 外 元 连 按 成 成 熟 的 mRNA。 这 种 拼接 方式 称 为 组 成 型 拼接 (constitutivo 
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splicing)。 注 祥 , 通 过 纪 成 型 拼接 , ~ PIR A 
蛋白 质 产 物 。 与 这 种 精确 的 组 成 型 大 接 相 芭 ， 安 # 
的 拼接 方式 , 国 而 产生 不 同 的 成 熟 mRNA, IE ACAO ars 
PATHARAM. AM weep ^ -EAE - 
的 启动 子 或 者 在 转录 物 上 选择 不 同 的 PoIyA 位 YY 
点 而 使 * 原 初 ? 转 采 物 就 不 相同 。 在 这 称 情 况 下 ， ee” Wa pam 
两 种 前 体 mRNA FARR, MT 
响 到 拉 接 过 程 。 而 对 于 原初 转录 物 相 同 的 情况 下 
产生 的 不 局 拼接 方式 ， 其 分 子 水 平 的 机 制 几乎 -- C 
于 所 知 ;可 能 除 常规 的 拼接 机 构 ( 拼 接 体 ， 加 第 六 
章 记述 ) 之 外 ,还 有 别 的 因子 参与 拼 近 过程。 这 里 
的 实质 是 供 体 拼接 点 ( 即 内 元 S BEAD) 和 受 体 
BEEN, ( 即 内 元 3 DEAL MORRILL, KAD 
POMEL IWATE WERE E 
据 目 前 房 知 ,mRNA 的 选择 性 拼接 主要 有 图 yy 
9-24 所 示 的 七 种 拼接 类 型 。 Ta ek 
D BFS, 一 个 或 几 个 外 元 可 以 出 现在 成 F Tg a a 
Mi) MRNA 中 ， 也 可 以 在 拼接 过 程 中 与 内 元 一 ~ x 
SUA. RP — PTAA g Poet a 
ARI mRNA, MRE n 个 可 选择 的 外 。 a 一 机 
Shs MEME 2 种 成 应 的 mRNA, ERRA ATA 
HTRAIL (troponin) T ARPA AY jh 图 9-34 选择 性 拼 楼 的 类型 黑色 方 
元 4, 5,6，7,8。 这 五 个 外 元 的 保留 与 各 可 产生 ARER: 针线 方 据 3 
2 = 32 P mRNA (图 9-25), 的 序列 (外 元 或 内 苑 ) KARAR 
加 示 拼 接 过 程 中 被 去 除 的 内 元 ; 各 图 上 下 
D ARG, BRS Sea HOt RR T AER EB 


PRE MRNA, BERF EA 


ARATI Re EPR STE y mRNA (A) —P ET URES, (B) RTO 
pT 53 — ARE RZ. RE, 仍 HEBER, (O) Hts 拼接 点 可 供 选 
J -Ao 4 > a B: (D) ATS PEATHAR, (E) 
DAR ULE a T 基因 为 例 , 其 外 元 16 和 17 E BERE D MARRIR, (am 
~~ AGA MRNA 中 只 会 出 现 其 中 一 个 。 这样, 大 个 PolyA 位 点 


RISES 了 基因 利用 上 述 酚 种 交 型 的 讲 的 方式 就 会 产生 64 UR TB 
259, 

(3) 内 部 拼接 点 型 ， GRAY AEE BEA APR BURSA LS AR GB 
常 是 指 外 元 的 内 部 。 但 是 ， 如 果 筷 另 一 种 拼接 途径 为 标准 划分 外 元 与 内 元 ， 旭 可 选择 拼接 点 
就 可 能 跑 到 内 元 的 内 部 了 。 内 帮 受 体 拼接 点 型 是 一 个 内 元 徇 5 撞 拨 点 可 以 与 两 个 或 贾 个 电 
上 的 没有 供 体 拼接 点 相 叫 的 一 组 受 体 拼接 点 之 一 进行 拼接 。 例 如 在 大 由 的 纤维 结合 蛋 自 
(fibronectin) mRNA 前 人 中 有 一 个 供 体 锋 接点 能 与 一 级 三 个 受 体 拼 搂 点 中 的 企 何 一 个 其 拼 
接 而 产生 三 种 成 熟 的 mRNA。 内 部 供 体 拼接 点 型 基 一 组 没有 受 体 拼接 点 相隔 的 供 体 撞 接 点 中 
的 任何 一 个 都 能 与 内 演 的 3 SEE ACD. A RRR Se, IE, 
BV40 a, 
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图 9-25 KRUSH T RARR DERE TL NS 
选择 性 团丁 可 以 产生 :64 ARAA MRNA 
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(4) 内 元 滞 慷 尼 ! 就 是 一 个 内 元 中 的 一 对 排 撤 点 都 没有 参与 拼接 反应 BT PR 
ETER mRNA H, EARR y- SPH RSE PA mRNA HA 10% 保留 了 第 七 个 内 元 
WPS EDRR, MARR DNA 上 转录 的 RNA 在 拼接 后 作为 mRNA 使 用 ， 没有 
拼接 的 六 能 包装 到 病毒 粒子 中 。 
(5) RR y 来 端 型 ， 鸡 的 肌 红 和 蛋白 经 链 在 心脏 中 和 砂 胃 中 是 不 同 的 : 在 心脏 中 的 亚 基 
, MLCI) H 190 ARR ,在 砂 胃 中 的 亚 基 (MLO3:) 为 149 个 氨基 酸 。 原 因 是 这 个 基因 具有 
两 个 启动 子 , 二 者 相 此 10 kb， 因而 造成 两 个 原初 转录 物 相差 很 大 (一 个 10kb ,一 个 20kb) ,长 
转录 物 经 过 拼接 以 后 保留 外 元 1， 4,5, 6,758.9, RRA Py 190 个 氨基 酸 ; 而 短 转录 
鹏 经 过 拼 护 后 保留 外 元 2，3, 5, 6,7, 8， 9, KERIT UA 149 ARER 9-26) ,在 长 转 
景物 拼接 中 ,由 于 外 元 2 责 少 很 好 的 受 体 排 接 点 ,被 排除 在 拼接 产物 之 外 是 容易 理解 的 , EM 
于 外 元 3 和 + 的 取 售 机 制 就 不 清楚 了 ， 正 如 所有 的 互 斥 型 选择 视 制 都 还 不 清楚 一 样 。 这 可 能 
由 于 两 种 转录 物 大 小 相差 甚 多 ,形成 的 二 级 结构 也 不 相同 ,从 而 影响 到 拼接 模式 。 将 椎 动物 的 
期 红 蛋 自 轻 链 基 因 结 构 大 多 如 此 。 人 的 白细胞 介 素 2 的 受 体 基因 也 有 两 个 启动 子 。 但 相距 很 
近 " 两 种 转录 物 有 相互 重 登 的 第 一 个 外 元 。 其 第 四 个 外 元 为 更 溯 型 选择 人 性 拼 护 , 它 是 否 与 两 种 
转录 物 的 大 小 有 关 还 不 清楚 ,也 许可 能 荐 独立 进行 的 。 
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9-28 RECA SS AI A MRNA (MLCL 和 MLC) 
PVE. REAARREMOITs 水 平 线条 方块 表示 MICK 所 特有 的 外 元 } 
ERRA Ak MLC3 所 特有 的 外 元 
(8) 不 同 8 末端 型 ; 袜 核 生物 基因 常 有 一 个 以 上 的 PolyA 位 点 ， 因此 会 在 不 同 的 细胞 中 
-产生 共有 不 同 3 来 端的 za RNA 前 体 。 具 有 不 同 3 未 端的 转录 物 会 有 不 同 的 拼接 方式 。 绝 大 
多 数 真 核 生物 基因 的 转录 物 是 先 加 PolyA 尾巴 ,然后 再 进行 拼 搂 。 因 此 不 则 的 细胞 中 会 有 不 
同 的 因子 干 矣 多 到 路 估 酸 化 作用 ,最 后 影响 挑 技 模式 。 但 是 ,现在 还 不 能 排除 细胞 特异 性 因子 
先 于 汶 正 在 转录 中 的 mRNA 拼接 ,然后 影响 到 Poly A 位 点 的 选择 这 一 可 能 性 。 作 为 具有 不 同 
D 末端 转 录 物 的 例子 是 隆 钙 米 (caloitonin) 相 关 基 因 的 天 达 。 在 甲状 腺 0 细胞 中 ,转录 物 在 第 
一 个 AAU AAA 信 号 附近 进行 多 聚 腺 车 酸化。 这 个 抵 转 录 物 内 包含 非 编 码 外 元 ,编码 外 元 Cl 和 
Ca 以 及 降 针 崇 的 编码 外 元 (包括 部 分 非 编码 区 )。 而 在 下 丘脑 中 ， 转录 物 在 第 二 个 全 AU AAL 
信和 号 附近 进行 多 取 腺 并 酸化 。 这 个 长 转录 物 除了 包含 短 转录 物 中 的 由 转录 产生 的 全 卷 序列 之 
外 ， 还 包含 了 QGRP 的 编码 外 元 和 CGRP 的 S RRRA. ERT Y M DE RE 
中 ;外 元 Ca 的 供 体 拼接 点 直接 与 CGRP 编码 外 元 的 受 体 拼接 点 相连, 从 而 删除 了 降 钙 卉 的 缩 
2367 « 


MRNAS 


Boob. FURRY mRNA SSN RAE eS SH KA CORP 前 体 ,然后 各 过 酶 促 婚 多 ， 
PERERA CGRP 这 丙种 汶 案 。 这 一 过 程 承 于 图 9-27。( 注 OGRP 为 Calcitonin gone- 
related product 的 缩写 , 音 为 降 钙 索 基 因 相 关 产 物 ,其 生理 功能 还 不 大 消 楚 ) 
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KTE SABARE ETENEE ER 
WIRA MRNA, E EREI BERE A te má 
酶 促 降解 产生 完全 不 同 的 两 种 激素 。 


第 九 节 翻译 水 平 的 调控 %*~% 


翻 详 水 平 的 调控 对 于 真 核 细 胞 符合 的 重要 性 是 很 长 时 间 以 来 有 争议 的 问题 。 原 丧生 物 的 
基因 大 多 组 织 成 为 操纵 元 的 形式 ,转录 出 多 基因 的 mRNA。 如 果 一 个 起 因 产 物 继续 需要 ,而 另 
一 个 不 需要 , 那 就 只 有 通过 翻译 控制 来 解决 ,然而 , ORAS) mRNA 都 是 单 基因 结构 ， 
而 且 直 转录 到 翻译 ， 中 间 存 在 关 许 多 控制 步 又 (如 上 节 所 还) 。 这 样 ， 真 核 细胞 中 天 译 水 平 上 
AGP ER RE SRT ROR AES. RE 
HRERPRARAN HA ,而 且 为 各 种 高 等 真 核 生 物 所 广泛 使 用 。 


一 、mRNA fis ete 

走 核 生物 的 mRNA 稳定 性 ,也 就 是 mRNA 的 宪 命 ， 除 了 类 定 于 内 在 因素 (如 mRNA 的 
TRAIA RET HRRAN EH DATA RTH, SRL PolyAR 
ERRES DRAE a ET ORIN 中 蛋 扬 质 组 分 的 种 类 。 此 外 ， 基 些 
mRNA 寿命 还 受到 其 他 因素 的 影 响 ， 如 哺乳 动物 乳腺 细胞 中 琵 蛋 白 MRNA 的 寿命 可 央 促 虱 
激素 的 在 在 而 讲 加 大 约 20 伴 。 这 里 特别 要 强调 的 是 * 不 同 的 mRNA 会 与 细胞 质 中 不 同 的 蛋 
白质 组 分 形成 mRMP， 因 而 也 具有 不 同 的 寿命 。 这 里 边 前 选择 机 制 还 著 无 所 知 。 原 核 生 物 
ImERN 信 的 平均 半 寿 期 大 约 为 3 分钟 ,了 岂 就 基 说 在 一 个 细胞 周期 中 ,这些 mRNA 厌 约 可 以 转化 


png 


10 六 。 而 决 速生 发 的 次 椎 动 移 细胞 ,大 约 每 天 分 弄 一 次 ,其 mRNA 的 平均 半 寿 期 大 约 为 3 小 
Eh 


TEAD RR EAR mRNA 这些 mRNA — MERY TETEE 
CIR iE NA OBE 0 RI SB 2 I E RONE A E 
RNA), EA) SL TPR, ESE RT E 
mii MERANIA 50 多 种 与 控制 细胞 分 裂 周 期 有 关 的 基因 (CDO 基因 )。 高 等 真 核 生物 
忆 忆 定 存在 着 类 但 的 CDC RH. 

另 一 方面 ,在 高 等 真 械 生 物 的 最 狼 高 谋 分 化 的 细胞 中 , 许多 mRNA 极其 稳定 。 网 织 红 细 
网 就 是 一 个 很 好 的 便于 。 在 网 织 红岗 胞 中 已 没有 RNA 合成 ,然而 浊 在 进行 旺 尤 的 翻译 活 
ah, SINTER A 90% Eb eS, HIAR E mRNA 十 分 稳定 。 成 人 肝 细 
踢 中 存在 许多 编码 循环 系统 所 需 蛋 白质 的 mRNA， 因 证 这 些 mRNA 也 是 相对 稳定 的 。 

用 于 终端 分 化 的 细胞 中 mRNA 极其 稳定 ， 再 加 上 DNA 的 护 增 和 强 有 力 的 启动 子 的 转 
录 ， 真 特 细 胞 中 有 时 出 现 坷 迹 般 的 蛋白 质 合成 。 察 恤 丝 心 蛋白 的 合成 就 是 最 好 的 例子 。 丝 心 
强身 基因 为 单 欣 贝 ， 上 共有 很 强 的 启动 子 。 当 调节 基因 转录 购 信 号 出 现 后 ， 儿 天 功夫 便 可 合成 
10° ADRAR mRN 和 分子, 其 平均 寿命 为 几 天 , 比 典 型 真 校生 物 mRNA 的 寿命 ( 约 3 小 时 ) 
长 得 多 。 每 个 mRNA 分 子 可 以 重复 硕 译 产生 105 个 丝 心 蛋白 。 也 就 是 说 ,在 大 约 4 天 时 间 内 
一 个 丝 心 蛋品 基因 的 表述 可 以 产生 10 个 丝 心 蛋白 ,二 倍 体 细胞 则 可 产生 2x10* 个 毕 心 蛋 
身 。 家 委 丝 腺 在 发 育 中 经 历 一 系列 只 有 染色 体 复制 丽 没 有 细胞 分 型 的 过 程 ， 所 以 成 熟 丝 腺 实 
PRE + 108 傍 体 的 号 大 细胞 。 每 窘 染色 体 的 给 心 蛋白 基因 痢 活 联 地 表达 。 这 样 ， 家 鼻 丝 

; 四 天 时 间 内 可 以 产生 10 个 丝 心 蛋 自 分 子 。 mRNA 寿命 的 延长 增加 了 细胞 内 茶 种 

的 演 度 ,因而 提高 蛋 自 质 合 成 起 始 的 速度 。 因 此 这 种 翻译 水 平 的 调控 形式 有 时 被 称 作 
Mey (translational amplification)。 在 过 蚕丝 心 蛋 骨 合成 过 程 中 ， 存 在 三 个 水 平 上 的 
扩 描 , 即 复 制 水 平 转 录 术 平和 春 译 水 平 上 的 三 次 扩 增 。 


=, mRNA BRR WE 

剂 详 调控 欧 男 一 个 重要 途径 是 控制 的 mRNA TRE, WRN. HS 
喜 执 生物 的 孵 细胞 都 贮藏 着 暂时 不 翻译 的 mm RNA, RARER mRNA 称 为 隐藏 mRNA 
(masked mRNA), 在 受精 后 几 分 钟 ,这 些 mRNA 便 开 和 始 蔓 译 。 受 精 镍 中 一 定 存 在 着 激活 隐 
mRNA 的 机 制 ,可 能 是 一 种 或 多 种 促进 m9RNA 与 核糖 体 结合 的 因子 。 

非洲 生效 孵 细胞 贮藏 有 大量 隐 坑 maRNA, 在 受精 前 进行 很 低 水 平 的 蛋白 质 合成 。 如 果 将 
eM er RE mRNA 利 放 射 性 标记 的 分 基 酸 注 射 进 未 受精 久 , 风 有 放射 性 珠 蛋 白 
合成 。 注 射 进 的 mRNA RS REAR RDAs, AER PR A 
下 竹 得 越 多 (图 9-28a)。 如 果 广 射 含有 珠 蛋 白 mRNA 的 多 核糖 体 , 则 珠 蛋白 合成 量 的 增加 并 不 
伴随 正常 卵细胞 蛋 自 质 含 成 量 的 显著 减少 (图 9-28b)。 

TEMA RRA ARE ARNA, FARR RRA. Cee F 
; LLIN, TE AY RT ARLES AE EMER mRNA 结合 的 因子 。 这 种 因子 也 
we 称 作 招募 因 子 (recruitment factor), 

现在 人 们 已 经 发 现 , 当 用 各 种 生长 因子 刺激 哺乳 动物 细胞 时 ,408 Or Soe eR E 
86 由 现 了 故 酸 化 ,同时 使 nmRNA 上 出 现 了 更 多 的 核 业 体 。 受 精 作 用 促进 了 生长 因子 基因 的 表 
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达 , 这 是 很 有 可 能 的 。 核 精 体 蛋白 质 的 修饰 ,所 改变 的 是 全 体 核 糖 休 的 性 能 。 对 于 受精 后 各 种 用 


MRNA 的 翻译 的 特异 性 (选择 性 ) 可 能 还 需要 各 别 的 因子 ,以 促进 特定 的 mRNA 与 核糖 体 
的 结合 或 者 基 打 掉 特定 mRNA 上 阻止 翻 渗 的 重 白质 因子 。 这些 可 能 性 者 有 待 于 实验 的 证 实 。 


三 、 次 核 生物 蛋白质 含 成 的 自体 调控 


走 核 生物 的 蛋白 质 合成 也 像 原核 生物 一 样 ， 世 有 许多 自体 调控 的 机 制 ， 现 让 已 有 许多 例 
证 。 这 里 介绍 一 种 原核 生物 中 尚未 发 现 过 的 自体 调控 机 制 ， 中 8- 微 管 蛋白 和 a- 微 管 蛋白 的 
FORESTED 8- BPR AW) N 端 几 个 经 基 酸 而 促进 BEY mRNA 降解 的 
自体 调控 机 制 。 

真 核 细胞 中 的 征管 是 由 两 种 油管 蛋白 构成 的 ,一 种 是 “， 另 一 种 是 8, 它们 都 是 一 个 不 大 
的 基因 浓 族 所 编码 的 。 除 了 在 发 育 和 分 化 的 不 同时 刻 启 动 这 个 基因 家 族 中 的 不 间 成 员 进行 表 
达 之 外 ,对 于 微 管 蛋 自 的 数量 也 必然 有 一 个 调控 机 制 。 人 们 已 经 发 现 甸 胞 中 微 管 蛋白 mRNA 
的 稳定 性 与 微 管 收 白 单 体 的 浓度 密切 相关 。 当 提高 细胞 内 微 管 蛋白 单条 浓度 时 ， 则 与 核糖 体 
销 合 的 微 管 蛋 白 的 MRNA 稳定 性 急 局 降低 。 人 们 通过 实验 ,首先 发 现 这 种 识别 信号 存在 于 前 
16 {SRSLY FP. 进一步 实验 发 现 只 需要 区 端的 四 个 氨基 酸 即 甲 硫 氨 酸 - 精 氮 酸 - 谷 氨 酸 ~ 
腊 亮 氨 酸 。 让 目 前 已 知 气 基 酸 序列 的 为 数 众多 的 蛋白质 中 ， 只 有 B- 微 管 蛋白 具有 这 样 的 四 所 
基 酸 来 端 ,也 只 有 聘 管 蛋白 (8 HOLA AMET AAR NWA. 这 可 能 并 非 偶然 , 或 许 
9- 微 管 蛋白 的 mRNA 稳定 性 受 同 样 的 机 制 所 控制 。 这 种 机 制 是 8- So 微 管 蛋 白 结合 于 刚 
从 核糖 体 大 亚 基 中 冒 出 的 四 个 氨基 酸 ， 然 而 通过 核糖 体 的 “传导 ”， 触 发 早 己 与 活路 翻译 的 榨 
糖 休 相连 的 一 个 RNA 酶 ,从 而 切断 mRNA。 至 于 这 一 RNA 酶 是 什么 ,现在 还 毫 无 所 知 ,或 许 
是 核 精 体 结构 本 身 的 基 种 改变 。 这 一 调控 的 模式 示 于 图 9-29。 还 希 指 出 ,这 种 四 氨基 酸 信号 
BMT N- 末端, 如果 在 肽 链 内 部 则 无 效 。 面 且 , 即便 SRL EY PS eg ka 

= 370s 


EBAT- ERE, (AERA TE IMR OP BR. MA SES 80 ~ 40 Stee 
PAE B RARE E TEE KEE. BHM RIEE A WR ERA 36 个 密码 子 ， 
WAAR mRNA 稳定 性 的 调控 。 还 有 ， KIERA BPE TK ROE A ae H H 
BP REIN A PY EE, ET Al 


RNA tt 


图 9-29 MES AREER ERREN mRNA AAE ELE MS 


E 要 

真 核 生物 的 绝 大 多 数 部 是 多 细 脑 的 复杂 的 月 机 体 ， 其 细胞 核 具 有 核 膜 。 基 因数 上 月 多 y 且 大 
部 分 含有 内 元 。 你 了 基 贺 序列 之 外 ,基因 组 中 还 有 大 萤 非 编码 序列 。DN 人 入 与 组 蛋白 形成 核 小 
体 结 构 ， 同 时 还 与 许多 非 组 蛋 育 的 结 舍 。 这 些 绪 构 芋 的 特点 决定 了 调控 方面 的 特点 。 与 原核 
生物 相 比 , 真 核 生 入 表达 调 袜 的 范围 更 广 ， 花 样 更 多 。 特 别 是 真 核 生 攻 有 精细 的 有 条 不 率 的 个 
HR Fite AGRA AIR Fe ZA ET, Ri, RA daie BE mti 
$ RKP AA A R ZS ME, 

LMSW mP ILIAN TA MRNA LESS) mRNA $ EE ho 
RE mRNA fA + EmUNA, AAE mRNA iit TKIR MRNA, ER 
MRNA A MRNA, ALAREN PRA kH 10% 的 RN 入 种 类 是 该 细胞 
类 型 所 特有 的 1906 的 tmRNA 种 类 也 同样 奇 在 子 其 它 细胞 类 型 。 前 者 叫做 寿 人 迟 基因， 所 
省 电 侣 持家 基因 。 在 个 体 发 育 过 程 中 :表达 的 基因 数 上 月 逐步 减少 。 在 胚胎 分 化 过 程 中 :有 可 能 
背 在 着 相对 简单 的 分 子 开 关 。 果 絮 的 同型 异 位 现象 为 此 提供 了 很 好 的 证 据 。 

真 核 生物 在 DN 信 水平 上 实行 调 榨 的 例子 并 不 多 见 。 这 方面 主要 有 优等 贵 核 生物 的 基 基 
SAMBA RS oie Pp rDNA HP AAP 物 抑 制剂 所 引起 的 基因 扩 增 ; 酵母 接合 
型 的 互 变 4 帮 丰 动物 竞 疫 球 爱 白 基 因 的 产生 等 。 

BRE RURA ARENT HCA TERRE, LAERKRBRURAQE TER 
EA TRTA REA PORATA R MY ERMRNAR SH TARA A Rh hdd 
的 启 动 子 上 发 起 畦 菜 , 但 可 以 进行 链 的 延伸 并 同 时 置换 核 小 你 ,活路 转录 的 基因 及 其 两 便 都 表 
mks} DNA BT AK A RM AR DNAB ARREA SM TAR A 
DNAR IRAR A, LPREP GEAR FOS aT EAS HRPEP ROME, WS 


2371.6 


BEER po ORE PRR RRR LER, EG REE, mt ae 
Rie, DNA + wee sh T Rie Ae RAAT Ke 

APARARAM, Britten 和 Davidson F 1969 年 提出 了 类 似 于 原核 生物 中 操 
级 元 莎 调控 元 的 模型 ， 即 Britten-Davidson BY, ST MARTES OES, PE 
RNA RAR IMA Ot RT TATA 框 这 一 这 启动 子 成 分 外 ， 还 有 许 多 上 游 启 动 子 成 分 ; 如 
OCAAT 12, ,GGGOGG 框 圭 。 在 启动 于 的 远 上 游 还 常 有 增强 子 成 分 。 这 些 顺 式 调控 成 分 者 有 
各 自 的 肥 白 项 因 子 与 之 结合 。 这 此 反 式 作用 加 于 至 少 包含 两 个 功能 结构 域 ;DNA 结合 结构 域 
和 转录 汶 活 结构 域 。 前 者 负责 与 特定 的 顺 式 调控 成分 相 结合 而 后 者 则 页 责 与 RNARSH 
Sal RAT tm wie aR Ro 

真 核 生物 RNA ROB IA RERIRNA EN AE OMA EHH RATS RNA 
ROM 工 结合 从 而 促进 与 启动 子 有 形成 转录 起 始 复合 移 。 这 就 决定 了 RNAR DBI 工 的 种 误 特 
He. wep rRNA ERER, TRNA RAZ ERE L A NTIS PA} A SRDS 
于 序列 ,从 而 使 TRNA 基因 的 转 未 能够 得 到 pako 

RERNA 聚合 酶 卫 的 启动 于 计 非 都 是 基因 内 启动 了 于， U6 和 了 8SK 的 启动 于 完全 在 
RRR La, MEA TATA 样 序 列 。 真 核 生 物 的 三 神 RNA BSA TEA 通 的 转 
有 录 因 子 ， 而 且 还 有 共通 的 亚 基 。 这 上 那 暗 示 着 ,三 圳 转 沙 机 构 之 间 可 能 在 在 着 某 种 协调 机 制 。 

真 核 生 物 鼻 于 核 膜 的 存在 ,是 不 可 能 存在 着 训 减 子 调控 的 。 起 而 , 翻 评 对 于 转录 的 辣 接 锭 
制 礼 制 仍然 看 在 。 例 如 酵 囚 的 氨基 酸 道 用 控 短 机 制 中 的 反 式 作用 因子 GOCN4 mRNA HSH 
列 中 ,有 四 个 很 盘 的 开放 阅读 框架 ,从 翻译 水 平 上 控制 GON4 基因 的 表达 ,再 通过 GON 控制 
总 基 酸 合成 基因 的 转录 。 

真 核 生物 转录 后 水 平 的 调控 的 余地 要 比 原 被 生物 大 得 多 ,这 一 方面 是 由 于 核 肛 前 存在 ， 必 
须 有 一 个 hnRNA 选择 性 加 工 运 输 敬 问 题 , 勇 一 方面 由 于 真 核 基因 央 元 的 存在 * 必 然 存 在 着 其 
杂 的 持 接 过 程 并 产生 菜 些 场 含 下 的 选择 性 拼接 。 

真 赎 生物 在 翻译 水 池上 的 调控 也 是 值得 注意 的 。 真 核 细胞 有 许多 因素 能 增加 需要 量 天 的 
Zo MRNA 前 兰 命 ,如 乳腺 中 的 酷 过 和 白 DRNA, 组 织 红细胞 中 的 血红 蛋白 MRNAS, 与 
此 相反 ， 一 些 次 省 细胞 周期 的 蛋白 质 mRNA 的 奉命 则 很 粗 。 在 真 核 生物 中 还 存在 着 mRNA 
可 翻译 性 的 控制 礼 制 。 钱 绮 胞 中 存在 着 许多 垢 时 不 翻译 的 隐 芒 MRNA, SH GB Rat ea, 
TRATARE SA RNA, ER FLT RES MRNA 的 钻 合 。 真 核 生物 的 
自身 质 的 合成 也 存在 着 许多 自体 调控 的 机 制 ， 其 中 税 管 受 自 会 成 的 自体 调控 是 颇 为 独特 的 。 
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第 十 章 ”基因 表达 调控 的 分 子 机 制 
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基因 按 其 最 终 产 物 可 以 分 为 RNA 基因 和 看 白质 基因 两 种 类 型 。 对 于 RNA 基因 的 类 
达 , 它 只 需要 转录 一 个 过 程 : 而 对 于 蛋白 质 基 因 的 表达 , 则 需要 转录 和 潮 译 两 个 过 程 。 从 广义 
来 说 ， 细 胞 内 任何 一 个 生理 生化 反应 都 会 给 基因 下 达 带 来 影响 。 把 这 些 影 响 都 划 归 基因 表达 
铬 调控 范畴 ,显然 是 没有 意义 的 。 因 此 基因 表达 调控 的 严格 定义 度 该 是 ,任何 影响 转录 过 程 和 
翻译 过 程 的 开启 关闭 和 这 两 个 过 程 的 迹 率 的 较为 直接 的 因素 及 其 作用 ,就 叫做 基因 表达 的 调 
控 。 在 这 一 定义 中 ,突出 的 要 点 就 是 四 个 字 : 开 、 关 、 快 (多 )， 慢 ( 少 )。 一 般 来 说 ， 和 蛋白 贰 基因 
产生 原初 的 翻译 产物 之 后 ， 常 需要 进行 翻译 后 处 理 和 修饰 。 这 一 过 程 是 基因 产物 的 定位 和 发 
FRAMERATE. X-RAP RUE RENEE, RE 
列 转变 为 氨基 酸 序 列 。 然 面 在 一 般 情况 下 这 一 过 程 具有 很 高 程度 的 非 逆转 性 ， 因 而 在 基因 调 
控 方面 的 意义 也 就 小 得 多 。 这 样 , 焉 传 信息 流动 过程 的 绝 大 部 分 , 从 DNA ORs RNA 合成 
直到 蛋 魏 质 合 成 ,都 是 基因 直达 调控 的 舞台 。 其 中 转录 过 程 的 调控 最 为 下 要 ,原核 生物 的 闫 因 
疲 达 的 调控 蚌 这样， 凌 核 生 牧 的 茜 因 表达 的 调控 也 是 这 样 。 原 核 生 物 和 真 核 生物 在 基因 表达 
的 油 控 方面 尽管 各 有 各 的 花样 ,但 二 者 具有 惊人 的 平行 关系 和 相似 性 。 说 起 来 这 也 并 不 奇怪 。 
一 方面 ,原核 生物 和 真 核 生物 具有 其 同 的 祖先 另 一 方面 ,人 们 相信 ， 在 分 子 水 平 的 作用 机 理 
上 ,二 者 是 相近 的 。 

在 基因 下 达 调 控 的 舞台 上 ,主要 有 三 类 表演 动作 ， 一 是 核 车 酸 序列 之 间 的 相互 作用 ,包括 
核 策 分 子 内 部 核 背 酸 序列 之 间 的 相互 作用 和 两 个 核酸 分 子 之 间 核 营 酸 序列 的 相互 作用 ;二 是 
核酸 分 子 的 核 背 酸 序列 与 蛋白 质 ( 醇 ) 分 子 之 间 的 相互 作用 ; 三 是 看 白质 ( 酶 ) 分 子 之 间 的 相互 
作用 。 在 这 三 种 粗 互 作用 中 ,第 二 种 作用 居于 首要 地 位 ,是 基因 表达 调控 的 核心 问题 。 其 余 两 
种 作用 也 常常 借助 于 第 二 种 作用 牙 能 实现 对 臣 因 表达 的 调控 。 第 一 种 作用 主要 是 通过 互补 碱 
基 之 间 的 氮 键 作用 而 实现 的 ;第 三 种 作用 虽 很 重要 并 已 有 所 了 解 ,但 可 能 花样 繁多 。 本 章 着 重 
于 阐述 第 二 釉 相 写作 用 前 性 质 ,特征 及 其 网 微机 制 。 然 后 ,我 们 将 讨论 结合 于 DNA 链 的 不 同 
位 点 上 的 蛋白 质 棚 互 作 用 中 可 能 存在 的 机 制 。 最 后 百 简 赂 地 曾 述 RNA 所 组 成 的 开关 系统 。 
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前 而 我 们 已 经 讲 到 过 O EFE, 即 估 们 根据 真 核 生物 的 基因 平均 大 小 ,可 能 的 基因 数目 

以 及 其 他 有 关 现 象 (如 介入 序列 等 ) 具 能 够 解释 基因 纪 大 小 的 10%， 考虑 某 些 难以 觉察 的 非 必 

TER AT GEAN DNA 含量 的 百分比 最 多 也 不 会 超过 20%, Hide 80% fy DNA 到 请 

起 什么 作用 ? 现在 还 不 可 能 做 也 令 人 满意 的 解释 。 但 是 可 以 肯定 的 一 点 是 ， 蒜 因 组 中 大 部 分 

DNA 序列 是 用 来 编码 基因 选 反 性 表达 的 遗传 信息 的 。 也 就 是 说 这 部 分 DNA PTS A 

择 人 性 表达 的 指令 。 这 类 泪 传 信息 我 们 称 之 为 第 工 类 站 传 信息 ， 而 经 典 的 三 联 体 密码 子 我 们 称 
« 377 。 
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提供 了 外 在 系统 识别 的 基础 。 因 而 ,第 工 类 遗传 信息 的 解读 机 制 是 外 在 的 。 第 工 类 遗传 信息 陈 


了 上 需要 外 在 的 系统 与 之 作用 之 外 ,还 会 主动 ”修饰 自己 的 双 蝶 施 空 间 结 构 ,以 使 实现 对 基 轩 走 
达 的 调控 。 因 而 ,第 工 荣 遗传 信息 的 解读 是 以 内 在 和 雏 在 杠 结 合 的 方式 进行 的 。 其 次 ,第 工 英 
遗传 信息 在 解读 时 涉及 的 范围 较 小 ， 而 第 了 类 选 传 信息 在 解读 时 能 够 引起 较 大 范围 的 双 螺旋 
结构 的 变化 ,这 种 变化 可 能 是 以 低 烙 振动 的 方式 进行 传播 的 。 第 三 ,第 了 类 遗传 信息 在 解读 时 
需要 按照 Watson 规律 形成 碱 基 配对 谭 癌 时 中 断 原 有 的 双 螺 旅 之 间 的 碱 基 配对 # 而 第 卫 类 遗 
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做 信息 的 解读 并 不 需要 中 断 原 有 的 双 曼 旋 之 问 的 矿 基 配对 ， 而 是 通过 调控 下 白 质 的 氮 基 柄 侧 
BE SA CORA) Ht ENT RB ER A ER RA US 
To SRAM Fi T RRE eA Sh ER EA PO DNA 链 上 ， TATZ 
2MG is A RR Se Sia. ATR DNA EL, UA Lee 
码 又 称 为 空间 密码 域 请 控 窗 码 。 第 五 ， 调 控 窗 码 可 能 具有 更 高 的 简 并 性 。 例 如 一 种 碱 基 对 排 
列 花 式 可 能 与 不 同 的 氮 基 酸 侧 链 发 生 相互 作用 ; 一 种 氨基 酸 轴 链 也 可 能 与 不 同 的 残 基 对 排列 
HAREM EEA. -` 

PLES APA» AE A Ae ee ERS 
然 不 清楚 ， 有 时 一 种 氨基 酸 侧 链 与 一 个 碱 基 发 生 作用 ， DTW SREY OF ape Ss pa mee HT 
O 相互 作用 生成 一 个 刍 健 (图 10-1a) 。 有 时 一 个 氨基 酸 侧 链 能 与 一 个 碱 基 相 互 作用 而 生成 两 
个 抒 键 ,例如 谷 酰胺 与 腺 嘿 哈 之 问 、 丝 氨 酸 与 腺 嗓 叭 之 问 、 精 氨 酸 与 鸟 嗓 险 之 间 ( 图 (10-1 b, 
c, 9)。 有 时 一 个 氮 基 酸 侧 链 能 同时 与 两 个 碱 基 发 生 相互 作用 , 例如 赖 氨 酸 的 e- 氮 基 能 与 相 
邻 的 岛 际 叭 和 脚 腺 喀 院 相互 作用 生成 兰 个 氮 刍 (图 10-19)。 氮 基 酸 侧 链 与 破 基 之 间 不 但 可 以 
FRAR MEAIM ven der Waal 力 相互 作用 。 因此 二 者 作用 方式 极为 复杂 ， 实际 上 
并 不 存在 几 联 体 密码 子 的 问题 。 

然而 ,人 们 通过 研究 具体 的 调控 蛋白 质 与 其 作用 你 点 (D4) 的 相互 关系 ， 确实 发 现 了 许 
ERE OME BLE 充实 和 发 展 了 调控 密码 的 概念 。 


第 三 节 ”调节 蛋白质 的 对 称 性 与 其 识别 译 列 的 对 称 性 汪 


调节 蛋 自 质 与 栈 分 子 一 楼 ,都 是 出 许多 较 短 的 a 螺旋 ，R 折 登 再 由 许多 转角 连 搂 起 来 的 
成 为 球状 或 近似 于 球状 的 蛋白 质 分 子 。 很 长 的 a 螺旋 或 8 PAIP ERR EEE 
DNA 分 子 发 生 相 互 作用 的 。 大 部 分 的 调控 蛋白 质 都 是 间 种 分 子 的 多 案 体 ,尤其 是 以 二 聚居 为 
多 ,其 次 是 四 聚 体 。 调 控 蛋 白质 久光 沫 体形 式 与 DNA 相互 作用 , AT ASEM TSR 
码 的 DNA 和 减少 大 分 子 装配 的 随机 锁 误 等 优 虑 以 外 ， 更 重要 的 优点 是 通过 单 体 和 赂 聚 体 之 
间 的 平衡 而 达到 迅速 开启 或 关闭 基因 活性 的 目的 。 对 于 二 药 体 洲 说 ， 其 浓度 是 随 着 单 体 浓度 
的 平方 而 变化 的 ， 因 此 由 于 单 体 的 合成 或 破坏 而 迅速 地 影响 到 DNA opp bE mete Ay 
解 离 。 还 有 一 个 下 要 的 优点 是 ， 调 锭 蛋 自 质 以 同 种 二 夷 体 的 形式 出 现 ， 则 其 识别 位 点 也 必须 
以 某 种 重复 序列 与 之 适应 。 这 样 ,就 裤 大 地 提高 了 调控 作用 的 特异 性 ,这 对 于 精细 的 生命 活动 
是 必 不 可 少 的 。  ¢ . 

PEE RLS RANE 就 必然 存在 着 分 子 对 称 性 的 问题 。 册 于 蛋白 质 分 子 
是 一 个 相对 独立 的 结构 ,因而 多 到 体 的 可 能 组 合 方式 较 多 3 而 DNA 的 重复 序列 是 在 同一 条 双 
螺旋 分 子 中 ,因而 DNA 重复 序列 落 种 类 是 极为 有 限 的。 在 图 10-2 PH TRS ROR 
体 的 组 合 方式 ; .人 ) 昱 移 对 称 】 名) 二 倍 轴 对 称 } 《3 二 售 旋转 对 称 ; 4) Bee. BY 
BAT MPE DNA FF RH NAERAA O FS EU RA AEE 
号 DNA FAMERS 实际 上 在 同一 DNA PERAE DNA 序列 之 间 是 不 可 
BEARD AS OPERATE, Be) aS OAP, A 
ACHE DNA 序列 的 对 称 性 棚 符 ， 但 是 目前 已 研究 过 的 调控 蛋 由 质 与 其 识别 点 之 间 
的 关系 绝 大 多 数 属于 第 (3) AKA. TEST LS a SR EEN 
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形式 ,即使 基 四 聚 体 ， LRA TAPE REC 10-3), Alt, FRE RAM DNA 
PADRE Rl RAEI. 


3, TERA CATCT 
een GTAGA A 


5! erte erica 3 
AENA Aenne 3 

5 EATEN [AGATGC} 3° 

3dcaraaal frotaca| 5° 

5'ECATCT EcTAGAl 34 

3 tecracal Ecatcr] 5: 

10-2 RAA REDRESS WAEN DNA 序列 之 闻 的 关系 


匿 中 安 自 框 示 示 蛋 扫 质 正面 , 带 点 码 者 示 其 背面 ,不 过 这 样 的 规定 是 芷 意 的 。 了 ETIEN. 
8 TRENI i PAGAN, 2 表示 二 们 旋转 对 称 。 


(a), (b). 
图 10-3 MERGA RAMOS 


第 四 节 4 鸣 菌 体 的 阻 巡 蛋白 和 Cro 蛋白 所 
组 成 的 转录 开关 系统 ~ 


当 % RARATAN HT IRAD AEREA AA TEAMA RRRA 
ARETE ANTAR ER a MAHNERT JENA NEE, 
JERAS, FEARTHRRE EMER A BBE SARE RPR 
原著 免 受 其 它 RR AS TE PRE OR He Slag DNA 损伤 时 ， 细 胸 
PROAR RE AE RY RE, PEKEE THREE DNA AlaGly MRR, Eh 
BRO MARA. GR EF A RRAK REMIREZEN TEA, A BREH RRRA 
RETLA TE. EM RNA RAMT REAM ROME, BARTHE 
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出 抗 货 止 蛋白 N 利 另 一 个 调节 蛋 自 质 Cro, WFN 的 抗 终止 作用 ， 返 早期 基因 才 得 以 表达 ， 
产生 玉器 菌 林 复 制 记 必需 的 蛋白 质 OA T? 以 及 另 一 个 抗 终 止 蛋 向 Q TARLEN Q 
作用 晚 湖 攻 因 才 得 以 表达 ， 产 生 噬菌体 的 结构 蛋白 质 及 裂解 细 落 和 组 装 唆 沙 体 颗粒 所 必需 的 
酶 。 这 圾 是 发 解 生长 周期 。 再 说 裂解 生长 过 程 中 首先 表达 指 另 外 一 个 蛋白 质 Oro 的 作用 。 
Oro 蛋白 与 六 阻 歇 蛋白 不 同 , 和 阻 过 蛋白 不 亿 有 阻 起 转录 的 作用 (仙洞 控 )， 而 且 有 激活 其 自 
AA (CT) 转录 的 作用 ( 正 调控 ) 3 而 Oro 蛋白 只 有 负 调 控 作 用 ,但 是 它 首先 阻 演 oT 基因 的 
转录 ,然后 才 阻 过 早期 基因 包括 Oro 自身 的 基因 的 转录 。 

REAN Oro 蛋 由 是 怎样 控制 基因 活性 的 开户 和 关闭 的 呢 ? 它们 在 两 个 早期 操纵 
元 的 操作 子 各 有 三 个 结合 位 点 , 每 个 结合 位 点 均 为 17bp 的 DNA 序列 (图 10-4)， 这 些 序 列 相 
似 而 不 相同 。 正 是 这 些 序列 的 差异 ,使 得 每 个 位 点 与 BRAM Cro ARRASAR. 


An tn ns fe Ser Uei dih, HEH 
LAAGAMAAAATACOMIUA ooa ere 


RNA MSM GOA + Put 
Oot 


TTTCTT A es rad I tues ee Ae ta rt dace CTOR NT tare recat 
ARAGAAAAAACAL T 


CAGTATGCAA TYTAGAT AGEG GecTaccc 1a! IATAGATT: ‘BECACGCACAAGIGAT AAA TUL, AUACEGCCAC TATE ACCAACGIAL 
RNAR SMSO «Pps 
ARNA | BDO ALD 
aa a2 ot 


TREE A 
EAGATAACCATC 下 EATA EA 
GIGIN eStat EACT TAT AC ACEGCCACAAQIGIATE TAT GUTBAT CECCAC TATGALTUGTG! AGF 


1 
和 mp 
图 10-4 督 个 早期 损 级 元 的 操作 子 均 有 三 个 阻 过 物 结合 位 点 ， 其 
中 Or 与 PER, On Pa EA, On 与 Pu 重要， 为 了 与 Oz 
ER, OPi 的 序列 及 转录 方向 均 已 其 倒 过 来 
% SUR BASE HY 236 PRPS MSR, 分子 量 为 27KDa。 % SUR BATA 
结构 域 , 一 个 荐 末端 第 构 域 ,由 第 1 至 92 SRR, ERE S Se A OL 
点 。 另 一 个 是 0Q 来 端 结构 城 ， 由 第 132—236 乞 基 酸 残 基 记 构成 ， 洪 功能 是 负责 二 育 体 的 形 
Ro WM Rey SH 93~131 RARER eM, KRHA UES RE 
KERMAN A BARE BSP ER. SRA N RA 
仍然 能 够 与 DNA 上 的 Of RISO 宋 端 结构 域 相互 之 加 仍然 能 够 形成 二 来 体 , 只 不 过 次 
种 作用 都 温 有 完整 的 二 限 体 的 作用 强 。 由 此 可 知 , A AE AA PRRI O 末端 结构 域 形成 
SA, RBS N 末 洋 结 宰 域 与 9 位 点 相 结 合 (图 10-8) 。 这 种 二 形体 与 O HARRIK 
AD MERE: Da Das> Ons, Onn>Ors> Ore 
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Cro RAAT, 68 个 氨基 酸 残 基 廊 组 上 把， 整个 分 子 只 有 一 个 结构 域 ， 它 奔 有 与 
DNA 的 结合 位 点 ,又 有 相 瑟 结 合成 二 聚 体 的 结合 位 点 (图 10-5), KOR AS OMAN RA 
顺序 丛 耸 相反 ,是 Ons >On > Ops Ore> Ora>0On。 

` b t a 


ASME 


Foon 

a 12218 

EA AER 
Neb L 
Ne 1-92 


图 10-5 2 Aba Bin Cro 蛋白 的 分 子 特 征 

(a) 2 GBB Se Bh id ie a ee RE EKAT D 
生 两 个 分 离 的 结构 域 ，。 

(b) 4 TURE Ais C RMA EAA ROR, 
DEREN HORABRESK, 

(o) 2 MB AT RRB N RRASA DNA AA. 
13 On 和 On 结 舍 能 力 最 强 ， 

(a) Cro 蛋 由 二 聚 体 与 Cas AOA 


% HSA Oro ESEN O MARSA, 除了 上 述 的 结合 力 顺 序 不 同 以 外 ,还 有 许 
多 重大 差别 。 为 了 方便 趋 见 ,我 们 只 讨论 他 们 与 Os 的 结合 。 首 先 ,^ BRAS O fk 
点 的 结合 共有 协同 效 诺 。 当 一 个 二 素 体 与 On 结合 以 后 ,就 很 容易 发 生 第 二 个 二 聚 体 与 Or 
的 结合 。 这 种 协同 效 度 也 是 通过 二 率 体 的 C 末端 结构 域 丽 实 现 的 。 因 为 Om 上 的 二 率 体 能 
促进 Ons 上 的 二 上 聚 体 的 结合 ,而 Ons 上 的 二 聚 体 却 不 能 促进 Ons LRM AA, TH Ons 
的 结合 是 独立 进行 的 。 但 是 , 当 Om 位 点 发 生 突变 时 ,网 Ons 的 结合 促进 了 On 的 结合 ， 这 
也 说 明 协 同 效应 是 由 二 系 体 0 未 端 结构 域 产生 的 (图 10-6)。 在 溶 原状 态 下 Ons REZAN, 
具有 Om Om 结 侣 了 两 个 阻 歇 蛋白 二 聚 体 ， 使 得 RNA 聚合 酶 不 能 进入 Pa, 遏制 了 时 
期 基因 的 转录 。 基 次， 由 于 结合 在 Om LOR N 末端 结构 域 与 RNA ROER EH 
互 作用 ,或 者 是 促进 RNA RARS Pu 结合 , 或 者 是 促进 开放 性 启动 子 复合 物 的 形成 , 从 而 
促进 了 oT RAHA, 这 就 是 阻 允 蛋白 的 正 调 狐 作用 。 影 响 正 调控 作用 的 突 迹 点 都 位 于 
a Bgl Re 曼 旋 2 与 和 螺旋 3 之 间 的 转角 部 分 。( 关 于 阻 避 盔 白 的 a ee FY 
中 讲述 )。 在 正常 的 阴 过 发 白 分 子 上 , 这 些 位 点 与 RNA 来 合 酶 接触 ,突变 了 的 氨基 酸 增 加 本 
分 子 表 面 的 正 电荷 ， 从 而 不 利于 这 种 相互 作用 。》 阻 温 蛋白 和 RNA PAM AR 
BEAGE As, PELE SRM EAA, Ptashne 等 人 预 育 了 Po MBEAS 
RNA 聚合 酶 的 作用 位 点 在 a BES 上。 后 来 对 于 不 能 激活 RNA Ae Pa BE 
FRET PAA, 突变 点 现实 位 于 a AB Be 3. 上 (图 10-7), 1988 年 , Ptashne 等 人 又 按照 
也 过 蛋白 对 乎 Pi 正 请 拉 所 必须 的 氨基 酸 (o- BE 2 及 转 前 上) 重新 设计 Cro 蛋 贞 的 性 螺旋 
3 及 转角 (Thri7->Glu, Lys2i+Asp, Asp22+Lys, Tyr26-*G17)。 这 种 改造 过 前 Cro BA 
称 为 .Orog7。 Croe? MATRA Oro BAM AAMRETE SRA. TE Ons 的 部 分 碱 基 
帘 变 ,使 之 瑚 失 导 调控 蛋白 贰 结合 的 能 力 。 在 这 种 情 帝 下 ，Grob7 只 能 结合 于 On 和 Om 并 ， 
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‘RAM Pw 进行 转录 的 能 力 。 这 就 完全 证 明了 和 7 RE A a- RE EE 
SRA Ef Gly 是 直接 与 RNA RARAN (Lys 是 与 DA 作用 所 必需 ) 。 
然而 , % 阻 巡 蛋白 对 于 肯 身 基因 of 的 正 调控 作用 是 一 种 反馈 放大 。 在 生命 有 机 体 中 的 
任何 正 反 馈 都 必须 受到 控制 ,否则 就 会 引起 生命 系统 的 山 溃 。 当 X BREAN, 就 会 
进入 Ons 位 置 ,从 而 阻 过 了 oT 基因 的 转录 ， 这 时 入 阻 过 蛋白 又 起 负 调 控 作 用 了 。 存 实际 上 ， 
这 一 负 反 僻 机 制 很 少 使 用 , 也 就 是 说 A 阻 明 蛋白 的 广度 很 少 达到 能 进入 One 的 地 步 , REN 
可 能 还 有 别 的 因素 在 起 作用。》 EGBA Pe SOREL, 对 于 Pu 的 激活 作用 M 
作用 以 及 A 旭 过 悚 自 二 聚 体 之 间 的 协同 效应 均 示 学 图 10-6。 

由 于 Oro DRAS 0 位 点 结合 力 的 顺序 怡 好 与 但 过 蛋白 二 公 体 相反 ， 因 此 最 初 表 达 

的 Cro 蛋 自 二 聚 体 首先 与 Ogs 结合 ,从 而 关闭 了 oF 基因 的 活性 。 这 样 , 由 Rea 切断 阻 过 
蛋 由 单 体 分 也 到 阻 过 看 白 的 失 活 而 引起 Oro 蛋白 的 合成 , 再 由 Oro 关闭 了 cL AE, 2k 

过 程 不 可 递 地 导致 了 只 和 贡 体 的 裂解 生长 (图 10-8), 


\\ ort a a 
QAADAAAYRYATIAY 


Pe CX? 
lali 
~ 


NONNANMARANANAA 


ee ; 
Ane 


图 10-6 2S RRS 2 WAS RNA RAN ZANE EEA 
SEAT FH SF Pa HE ROR CT 基因 只 动 子 Pu。 

(a) EWR FC eR Om 和 On: [ETA ba 开 
茹 的 转录 ,而 促进 了 从 Pu 的 转录 。 

(b) [Rie RA HET On 和 Oe, BATAR ET 
Ons A Pe 和 Pm BRAM. 

ve) 如 果 Om 位 点 发 生 突 变 , MORETE EIE One 和 Ons, E 
BA Pu 的 转录 ,而 从 Pa 的 转 示 也 了 因 突变 而 不 能 进行 。 
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clea - re 启动 了 


Lat cro 启动 子 
Kios RecA 切断 ARR, Cro RAR, d 基因 的 关闭 
TAWGE TRARRE, 
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第 五 节 WPA MMAR DNA 
相互 作用 的 细微 机 制 人 ” 


一 \ 概 述 ， 


调控 蛋白 质 包括 负 调控 因子 ( 阻 歇 蛋白) 和 正 调控 因子 (转录 因子)。 原 核 生 物 的 启动 子 ( 玫 
操作 子 ) 的 结构 较为 简单 ,所 涉及 的 调控 蛋 岂 质 的 种 类 也 较 少 ， 喜 核 生 物 的 岩 动 子 结构 则 复 帮 
许多 ,有 的 还 有 增强 子 结构 ,因而 涉及 的 调控 蛋白 质 的 种 类 也 较 多 ,其 中 主要 是 各 种 转 诬 因子 。 
一 个 真 核 生 物 基因 对 于 环境 和 发 育 过 程 中 的 不 同 信号 以 及 这 些 信号 的 不 同 组 全 将 作出 不 同 前 
响应 , 即 有 着 不 同 程 度 的 表达 。 这 一 过 程 的 实现 ,就 需要 不 同 的 转录 因子 与 特定 的 DNA 序列 
结合 ,转录 因子 之 间 的 相互 作用 以 及 转录 因子 与 常规 转录 机 构 的 相互 作用 。 

闻 今 发 现 的 为 数 众 多 的 调节 蛋白 质 中 ， 其 DNA 结合 结构 域 大 多 在 100 REBUT. 
这 些 气 基 酸 序列 脱 高 整个 分 子 而 单独 存在 时 ， 通 党 对 特异 的 DNA 序列 也 具有 相当 的 结合 能 


CN S ; 


~- f b ) C ys Hist 


{a a RR- 转 负 -a Ma 


COS) 
一 


fc} Cys-Cys 圈 指 a . fd j Leu tite 


图 10-9 WERA DNA it ki fy Saher ate R e 
SODA BEA Rae 螺旋 ， 带 点 的 拒 表 示 DNA 项 合 部 位 。 
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A, REAP DNA 结合 结构 域 大 体 上 有 有 了 四 种 北 式 ， a 螺旋 一 转角 a 剖 施 ; Q7s 一 His pE 
指 ;Cys 一 Oys fiis Lem 拉链 ,这些 结构 论 式 对 于 维持 整个 结构 域 的 结构 是 十 分 重要 的 ,但 不 
是 全 部 参与 DNA MEREKA, HELI AEP, AA Be EE 
第 二 个 o Wie UD bP REE DNA Aap RA EE 
而 其 余 的 三 种 花 式 的 作用 机 制 仍 有 待 于 进一步 的 冰 明 。 钢 将 这 四 种 结构 花 式 的 模式 图 示 于 图 
10-9, - 


=. a 螺旋 一 夸 角 一 a n . 

上 面 我 们 讲述 了 A MAPA REE A Cro 蛋白 所 组 成 的 开关 和 如何 控制 叹 蓝 体 的 溢 原 
状态 和 裂解 周 贰 的 原理 。》 ERRAR Oro 蛋白 到 底 怎样 才能 选择 性 地 与 揉 作 子 位 点 结合 
WAS DNA 的 其 它 序列 绪 含 呢 ? 记 有 的 调节 蛋白 质 是 否 使 用 同一 种 方案 识别 其 特定 的 


图 70-10 AX SHATTER Ab 2 A 

的 氨基 末端 结构 域 的 结构 。 
(a) BARE A BNR ERIE), BOS 
FURR TR, A, A PE 
酸 的 e RE ER PRA 
THK, 这 者 分 是 十 分 天 顺 的 , AE 
晶体 的 分 子 不 同 而 变 ). 链 上 有 5 个 w RHR. 
4b) 图 用 短 形 框 出 这 个 区 域 。 Co) 图 为 这 一 
结构 城 的 示 间 模型 ,用 贺 柱 体 伐 表 5 个 螺旋 ,用 代 
EAR REE A Oe 5 PARE eee. TR 
从 表面 向 外 突 机 。 
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DNA 序列 呢 ? 限 遇 蛋 向 调控 的 本 质 又 基 什 么 呢 》 BILEN WNT AA MN 
自 和 Oro BAM SEM, 

哈佛 大 学 的 Pabo OA FEAR AR 1M GUE A EREATARA ERR 8 
后 将 N- 林强 结构 域 进 一 步 纯化 与 结晶 ,再 进 行 光 衍 射 分 析 。 结 果 发 疡 N- Meee 
含 5 个 a 螺 施 贞 四 自转 角 连 接 起 来 氨基 来 端 有 一 段 长 长 的 和 梁 顺 的 蔷 从 主体 中 舍 出 来 (图 
10-19), 

Pabo SARI A 姐 进 下 自 的 三 维 结构 后 ， 便 提出 了 I SETS 
的 假设 的 模型 (图 10-11)。 在 这 个 模型 中 ，c WUE SRA DNA RAYN, HRANU 
异 的 相互 作用 + a e2 也 接近 DNA, 但 与 DNA RARI RAR a 螺 谢 不 直接 与 DNA 
作用 ， 但 乌 个 阳 交 蛋白 分 子 的 两 个 a WNES 也 可 能 相互 作用 以 增加 复合 物 的 稳定 性 ) 整个 二 
PERMEATE DNA 双 螺 族 区 局 一 全 (前 面 ), RA RERI RAEE EA DNA WE, 
同样 在 大 沟 中 与 茂 基 接触。 


图 10-11 2 枉 过 起 白 二 聚 体 与 操作 子 的 结合 模型 
(a) 二 聚 体 的 主体 部 分 结合 在 DNA 的 一 向 ; 
(b) 氨基 来 端的 两 个 手 峭 刹 到 DNA WAHL 


© 888s 


Pabo 等 人 做 出 》 阳 遇 蛋白 以 来 端 结构 城 的 三 总 结 移 之 前 , Matthew 4 A ge ih di Cro 
蛋白 的 三 维 结构 (图 区 -12)。 Cro 蛋 自 的 三 维 结构 号 % MARARA, 它 没有 氨基 末端 手 牌 ， 
有 三 个 a 螺旋 结构， 还 有 一 个 8 折合 结构 。 其 中 a 2 与 = I 的 关系 与 BE 
的 BPE 2 和 .ca 螺旋 3 的 关系 非常 相似 。 通 过 辐 基 化 试验 测定 受 Oro Bl Ae e H RT M 
基 ， 通 过 乙 基 化 试验 测定 受 Oro 蛋白 保护 的 磷酸 基 团 ， 试 验 结 果 如 图 10-13 所 示 。 受 保护 的 
BSF DNA 双 曙 旋 同 一 全 的 两 段 大 沟 中 ， 卫 基 二 倍 旋转 对 称 分 布 。 受 保护 的 磷酸 基 团 
均 位 于 同一 便 面 的 两 诺 大 淘 之 间 。 这 一 试验 结果 与 图 10-91 的 模型 也 很 相似 的 。 1986 年 ， 
ptashne SAM CHEAT a BRE Al Ore 蛋白 的 a 螺旋 S 的 第 一 个 和 第 二 个 氨基 酸 残 


5' TATCACCGCAAGGGA 
3) ATAGTSGCGTTICCOT 


` 3 一 一 一- 
Qw re a 


E 10-13 爱 Cro g ERTA Ons ARISE ED) MEREN P 


. 389+ 


Æ (Gla Ser) Æ E 10-13. 中 第 二 碱 基于 的 入 有 第 四 碱 基 对 的 CW. 在 和 的 六 个 0 
位 点 中 只 有 这 西 个 右 基 是 金保 守 的 。 耐 REAM Oro BARF O 位 点 的 结合 力 顺 序 硅 
主要 是 由 第 避 个 和 六 六 个 氨基 酸 残 基 所 决定 的 。 

其 他 许多 调节 蛋白 质 也 都 有 类似 于 》 阻 过 蛋白 和 Oxo 蛋白 中 a 螺旋 2 和 a 螺旋 3 的 结 
者 ,例如 于 重大 学 Bteitz 等 人 测 出 QAP 是 以 其 0 末端 结构 域 与 DNA YF JR, Matthew 和 
MIT 的 Ssuer 等 人 进一步 指出 许多 调控 蛋白 与 DNA 特定 位 点 结合 的 氨基 酸 序列 的 保守 性 ， 
这 部 保守 性 均 出 现在 相应 于 A RE BY a 螺旋 2 和“ Phe 8 的 这 颖 序列 中 (10-1), 4 
RADERNA, WES BAS DNA 记 采 用 的 o 器 旋 一 转角 一 a BEER RAE 
性 的 ,可 能 具有 普遍 的 意义 (图 10-14)。 其 中 位 于 大 沟 中 的 a 螺旋 对 于 识别 DNA 具有 次 各 
HREL KARIM. 1 阻 歇 蛋白 与 操作 子 的 结合 情况 可 见 封 面 国 。 


图 10-14 MARAA DNA 所 采用 的 。 BH ORES, 
MERE AW, 具有 各 髓 的 破 基 特异 性 ;ae Wie 2 5B REE 
和 触 ,没有 碱 基 特 异性 (本 图 所 示 汐 * 组 次 自白 与 Om WIPER. 放大 的 下 
EAE a o E EA TE E e a E 
近 儿 年 来 。 为 了 证 明 识别 螺旋 与 DNA RETIE, Ak Wharton {I 
Ptashne 做 了 一 系列 出 色 的 试验 , 其 称 分 子 生 牺 学 上 的 换 头 术 。 首 先 抬 噬菌体 431 URE S 
中 的 识 蜀 螺 族 换 成 434 Cro 蛋白 的 识别 畦 旋 。 这 种 浊 有 434Ora PTER EE ide] 杂种 434 BS 
BHATT 484 操作 子 的 结合 行为 完全 像 434 Cro 蛋白 。 这 可 以 用 化 学 探 针 的 方法 在 体外 
Wise ok. SASS eh RE A Cro 蛋白 的 相互 淋 交 。 他 们 党 了 进一步 确定 识别 旦 
s 8906 
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旋 是 调控 蛋白 质 分 子 中 负责 结 含 专 一 性 的 主要 决定 因 吾 这 一 假说 ,他 们 将 大 肠 杆 尘 噬 凋 体 434 
的 阻 过 蛋 和 的 识别 野 旋 与 沙门 色 菌 赔 菌 体 P23 AR UE a A, eR 
P22 阻 跟 蛋白 的 识别 螺旋 的 杂种 434 了 胃 过 蛋白 在 体外 不 再 识别 434 操作 子 而 是 识别 P22 的 
操作 子 。 当 时 他 们 江 不 知道 434 HARAM P22 阻 明和 蛋白 的 三 维 结构 ， 完 全 是 依据 表 10-1 
中 所 列 的 氨基酸 序列 同系 性 进行 的 推理 。 然 而 实验 却 证 实 了 他 们 的 推理 。 可 是 上 述 的 杂 突 分 
子 在 细菌 体内 的 试验 动 不 成 功 , 合 们 进一步 进行 椎 理 分 析 后 认为 ,识别 螺旋 不 但 要 与 DNA 发 
生 人 作用， 而且 要 与 蛋白 质 分 子 的 其 他 部 分 发 生 作用 。 整 暇 识别 螺旋 的 巷 换 必然 造成 识别 螺 施 
与 蛋白 质 分 子 其 余部 分 的 不 和 谐 。 识 别 螺旋 与 DNA 作用 的 一 而 为 外 侧面 ， 与 蛋白 质 分 子 其 
余部 分 作用 的 为 内 侧面 (图 10-15)。 如 果 让 内 侧面 与 原来 分 子 保持 和 谐 ,而 只 更 换 外 便 面 的 氨 
基 柄 , 则 有 可 能 在 细菌 体内 改变 该 调控 蛋白 的 识别 位 点 。 寺 是 ,他 们 将 434 A 
施 的 外 出 面 换 成 P22 阻 遏 蛋 饭 识别 电 旋 外 击 面 的 氟 基 酸 。 这 样 的 杂种 分 子 称 为 434R [od 
(P22R)], AE 10-15。 将 杂交 分 于 的 基因 克隆 到 细胞 中 , 这 种 细胞 不 能 为 P22 感染 所 杀 死 ， 
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图 10-15 左上 图 ， 右上 图 和 下 图 分 别 表示 434 BY, Poo Som RA 
H 此 4RFa3 (P22 及)] ARERR. RRMA NASR RAR A 
Wi. MRR SU a Hie: MAH -AARE 1S BHR 10-D, 
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反倒 为 434 感光 所 杀 死 。( 在 正常 情况 下 ，P22 和 434 为 异 免 疫 噬菌体 )。 这 是 因为 杂交 分 子 
434R[a3(P22R)] 内 去 了 识别 434 操作 子 的 能 力 , 因 而 能 够 被 434 感染 ;然而 它 能 够 识别 P22 
操作 子 , 因 此 不 被 了 22 感染 。P22 有 6 个 为 其 朋 遇 蛋白 作用 的 操作 子 ， 和 一 个 都 有 18bp 长 ， 
其 通用 序列 为 ANTNAAGNNNNOTTNANT。434 同样 有 6 个 操作 子 , 每 个 都 有 14bp 长 , 通 
用 序列 为 AOAANNNNNNTTGT。 体 外 绪 合 试验 也 表明 这 两 种 叭 蓝 体 互 为 虹 免 疫 噬 菌 体 , 即 
Pa AEE BY RY LE REP I, WAAT 484R[a3(P23R)] 与 P22 操作 
子 具 有 强烈 的 结合 能 为 ;在 10-"~10-*m0]/T, 的 深度 下 就 能 占据 一 半 以 上 的 P23 操作 子 。 

册 以 上 的 各 种 识 细 螺旋 的 交换 实验 的 绊 果 ， 我 们 可 以 看 到 ， 识 别 螺旋 的 外 全 而 是 它 与 ” 
DNA 结合 专 一 性 的 主要 的 决定 因素 ，434 PARA P22 阻 巡 蛋 骨 和 杂种 阻 过 蛋 和 依赖 其 识 
别 妓 族 的 外 侧面 的 五 个 氨基 酸 残 基 就 足 世 识 别 其 操作 子 位 点。 而 阻 过 蛋白 分 子 的 其 余部 分 很 
可 能 是 结合 所 必需 的 ,但 对 缚 合 的 专 一 性 没有 贡献 ! 如 果 说 有 贡献 的 话 , 那 也 是 识别 434 操作 
子 和 了 22 操 侍 子 的 共同 特征 。434 和 P22 阻击 蛋 自 的 识别 螺 施 可 以 互 换 ， 说 明 这 些 分 子 将 自 
忆 的 识别 螺旋 塞 入 DNA 次 沟 中 的 方式 和 方向 都 是 很 类 似 的 。 否 其 杂种 分 子 434R[a3 
《P22R)] 就 不 可 能 识别 了 22 的 操作 子 。 然 而 ;根据 己 知 三 维 结构 的 % Es A Cro EA 
fi E.coli 的 OAP 蛋 髓 分 子 模 于 来 看 ,识别 螺旋 与 DNA 双 螺 旋 轴 的 角度 有 很 天 的 差异 ， 这 
本 能 是 因为 分 子 模型 是 当 据 蛋白 质 结晶 的 下 光 衍 射 分 析 得 出 来 的 。 而 体内 蛋白 质 并 不 是 结 
BRA GH He DNA 都 具有 很 大 灵活 性 ， 能 够 在 一 定 竹 度 上 改变 自己 的 构象 以 
HEN. 

在 真 楼 生物 的 转录 调控 强 自 质 中 ,同样 存在 着 a Bika 一 a WEAH. RATT 
认为 含有 这 种 结构 的 是 酬 母 搂 合 型 调 反 蛋白 质 41 和 a2， 它们 是 具有 序列 专 一 性 的 DNA By 
REA. UBD UE ADS CAE Rg al 和 o 进行 序列 比较 ,发 现 相互 之 问 共 有 高 
度 的 序列 间 源 性 。 许 多 哺乳 动物 的 启动 子 和 增强 予 序 列 中 都 有 八 校 背 酸 序列 ,其 结合 的 转录 丁 
子 (Oct1, Oot3) 辽 含有 同形 异 位 框 ， 脑 垂体 中 的 转录 因子 Pit 也 同样 如 此 。 目 前 已 知 具有 加 
形 异 位 框 的 真 核 人 生物 副 和 白质 已 有 近 百 种 。 通 过 开 三 维 核磁 共振 法 ， 人 们 已 经 证 明了 同形 异 位 
tep a 曝 旋 一 转角 -0 岂 旋 结构 的 存在。 

BRA Antp 的 同形 蜡 位 结构 域 的 氨基 酸 序 列 以 及 这 些 氮 基 酸 或 基 所 焰 成 的 a BEBE 2— 
转角 一 a 螺旋 3 (识别 螺 旋 ) 示 予 图 10-16, EURI i XIHboz2 M HL Hox2.3 与 Antp 
之 问 只 有 一 个 氨基 酸 残 基 的 差异 。 通 过 嵌 旋 交换 实验 证 明 ，Antp 及 其 类 做 的 成 员 ， 虽 然 与 中 
核 生 物 具有 同样 的 o 螺旋 一 转角 一 a 螺旋 花 式 , 但 决定 其 细微 碱 基 特 异性 的 不 二 第 五 和 第 六 
个 所 关 酸 残 基 , 王 是 第 无 个 氨基 酸 残 基 。 由 此 可 见 , 真 核 生 物 调 忆 蛋白质 的 o ia 
螺旋 结构 与 DNA 结合 的 空间 关系 可 能 不 同 于 原核 生物 。 


* a s + + > eee eee 
Antp 1 RKRORATYTAYATLELEKEFHFNHYLTRRARIEIAHALCLTERQIK IWFANRRNKWKKEN 
XILIHbex 2 t ------------------------veee-------e- De 
(Hox 2.3) 
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图 10-16 BRHOAPSRESR Antp HME SH eORAEP ARR 
a Wise Hee IRE. RT MSE TE Xbox 

FIR Hox8 .3 SSE H a ES oR, ES OS SH 
APARGARE FSR THRERRE. 
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负责 转录 OS rRNA 基因 ,tRNA 基因 Alu 序列 和 部 分 snRNA 基因 的 RNA RA 
HESTRRAT, TFIA, TFIO, TFNB, TEMA PRL He TANA A 
HEA mes DNA 结合 结构 域 结构 花 式 的 建议 。 
TFIA 由 344 个 氮 基 酸 残 基 所 组 成 ， 分 于 时 为 40KDa。 其 局 RRRS 276-~344 A 
其 酸 残 基 ) 是 促进 转录 活性 所 不 可 缺少 的 。 可 端 结 构 域 (第 12~276 约 基 酸 残 基 ) 负 责 与 DA 
的 结合 :在 58rRNA 基因 上 结合 大 约 50bp。N 端的 第 1~12 氨基 酸 残 其 的 功能 还 不 清楚 ( 赔 
10-17), TFIA 的 活性 需要 Ant’, 


1 1? 276 344 


未 知 - : DNA SHE ， 得 进 转录 活性 


H 10-17 TEMA 的 功能 结构 域 


在 TEIA H DNA 结合 结构 域 中 ， 存 在 着 万 个 有 规律 的 正 向 重复 单位 。 每 个 单位 大 的 
30 个 氨基酸 ,其 中 部 10 个 氮 革 酸 都 是 破 性 或 极 性 氨基 酸 。 万 个 重复 单位 构成 了 结合 DNA 
的 妃 个 “手指 "”。 龙 个 单位 是 一 个 家 族 ,由 同一 祖先 府 来 。 对 TEIA 基因 的 序列 分 析 证 实 了 这 
~~. BOER 8 个 内 元 中 有 ?7 个 是 在 DNA 结合 手指 之 间 。 现 在 已 经 发 现 20 多 种 DNA 
HAERERE, AARRE AN C/H: 型 , 即 Zn++ 离子 与 两 个 半 腾 氨基 酸 
残 基 和 两 个 组 氨基 酸 残 基 形 段 配 位 锅 。 除了 这 四 个 氨基 酸 残 基 外 ， 还 有 两 个 芳香 族 氨 基 琶 残 
基 和 一 个 亮 氮 基 酸 残 基 也 高 度 保 守 ( 才 10-2)。 配 位 结构 加 上 Phe 和 Lou STH) HK KR Ùo 
确定 了 鱼 指 的 基本 结构 和 形状 (图 10-18a) 。 然而 , Borg 等 人 根据 镍 指 结构 中 气 寺 酸 残 基 的 
岩 水 /丽水 性 以 及 所 带电 荷 ,并 与 其 它 金属 蛋白 质 进 行 比较 ,认为 锌 指 的 三 维 绪 构 可 能 包含 一 
A B- PRA a 螺旋 (图 10-18b)。 


10-2 MAE Se as a BR EE 


ce | RRR 


i Kr 


FRE Sry 


iG ADRI 


mr KAARS SERNA EER ASTIG 50bp AA EE a A 5/bp, 
Klug 等 人 对 这 些 绪 合 位 点 的 序列 进行 分 析 ， 发 现 G( 或 GG, GGG) RHEEN, MA 
51/sbp。 ATT CRY PES, EER TH SEER 
(OCTGG) 相 结合 。 能 够 与 DNA 结合 的 可 能 就 是 每 个 手指 上 的 a- BRD, RT, MEET 
S394s 


到 前 指 结 入 单独 企 在 时 并 不 能 与 澡 DNA Sh, RU Pay DNA Sela 
结构 是 必 久 的 ,但 并 不 总 是 与 DNA 二 搂 相互 作用 。 


(a) (b) 

图 10-18 zee TEIA 锌 指 结构 ; 
(a) AEH, Za 与 Gy/Hs ERMES, VM L ERE, ERE 
Pee et or ee MOT Tat 
250), B Borg 所 建议 的 包括 一 个 - MEMA om 螺旋 的 三 维 结构 。 

53-28 SABE G29 ca/ Ca 型 ， 其 中 ntt 与 四 个 学 胱 抠 酸 残 基 形 成 也 位 刍 。 酵 母 的 转录 
BAT GALA 箱 诊 乳 代 的 回 几 类 广 素 受 估 可 以 作为 奥 型 代表 。 在 这 类 蛋白 质 中 ， 邵 以 Ha 
RE Ch, WRATH DNA 的 结合 能 力 。 手 指 交换 试验 表明 ,所 有 的 0/0 HAREAN 
性 指 结构 尽管 对 于 DNA she Ra ERA Be ERE, pany PPR OY FE 
Tay RC CALA BR, BER URS B ARR GALA 的 识别 位 点 。 因 而 负 页 识别 
专 一 性 的 氨基 酸 序列 必定 在 在 于 其 他 部 位 。 


四 、Lea 拉链 


最 近 , 人们 发 现 了 一 类 DNA 结合 结构 域 的 新 花 式 , 这 就 是 Lou 拉 侵 (loucine zipper), 
BREWER ARS RS AS GCN, HIS Jun, Fos, Myc, 增强 子 结合 
Er C/EBP 3, BX Aa ae 4 或 5 ESR, HARET PR 
BOP OE a- Ope I at — BS RL BL > Len, 这 些 Len FE Rik. PEE 
ITERA a- BE hae RA ARREZ BK EH JB RE {图 10-80), Hi 
一 模型 相 一 至 的 是 ， GON, C/EBP, Jun, Fos SAE Woe AG DNA 结合 的 ，Fos 
和 Jun fhe RSH SKA DNA 2A, GON 的 Leu Iit KIX KEE VILE ED RR AS 
JERE MIE OAL 100% 的 a- 螺旋 。 

尽管 jen BET FOR AN PRETS EE, HBB DNA 间接 作用 的 序列 显然 不 
在 Leu We RR, WY Len 拉链 心志 都 有 一 个 相对 保守 的 区 域 。GON4, Jun, Fos 的 gi 
位 点 的 DNA 序列 十 分 相似 ;而 这 些 异 白质 分 子 中 与 eu Rese HAE EE 20 4+ Se oe TR 
列 世 十 务 相似 。 在 GONA tH, Leu 拉链 区 加 上 这 30 个 氨基 酸 序 列 ( 共 60 个 氨基酸 残 基 
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有 完全 的 形成 二 来 你 和 和 竺 异 注 的 DNA 结合 功能 。 流 过 引信 注目 的 发 现 是 ， Lev 拉链 花 式 也 
存在 于 会 有 饼 指 涂 式 和 同形 蜡 位 结构 域 的 蛋白 质 之 中 。 因 此 Leu 拉链 很 可 能 在 多 各 需要 二 
PIER CEB WY DNA 结合 蛋白 质 由 充当 独立 的 二 聚居 形成 区 域 。 


BAV OTIS AREAL LAE SRR ZO eee 
-, RERERERE TR 


FEA: AEA RE BR: Bs PORE PER APRA 
质 能 够 影响 数 十 个 , 数 百 个 甚至 数 千 个 bp 以 时 的 基因 的 转录 活性 。 合 如 真 核 生物 中 结合 于 增 
强 耶 上 的 蛋白 质 能 够 影响 很 长 距离 以 外 的 RNA 阳 合 酶 的 转录 消 性 。 这 样 的 过 程 是 如 何 实现 
的 呢 ? 原来 ,一 个 转录 激活 因子 至 少 得 具备 两 个 功能 部 位 ， 一 是 DNA BAe ey, be 
激活 区 ,二 者 通常 位 于 看 委 质 分 子 的 不 局 部 分 。 就 目前 让 知 ,大 多 数 转录 激活 区 都 有 一 段 包含 
酸 手 侈 基 酸 的 保守 序列 ,这 一 序列 所 形成 的 结构 (或 许 是 a~ 螺旋 ) 处 于 蛋白 质 分 子 的 起 面 。 这 
一 本 性 激活 区 与 任何 一 个 DNA 结合 结构 域 融 合 时 都 能 自主 地 起 激活 作用 ;而 DNA 结 合 结 坟 
域 具 是 为 它 在 DNA 分 予 了 寻 找 一 个 立足 之 地 。 例 如 利用 E.coli LexA DRFA DNA 
AH (a 螺旋 一 转角 一 a PO STRAW HRA TO RRS PARAS 
BRAT. Ep AAR 2 ON 端 或 0 端 ) 对 其 功能 并 无 重 大 影响 。 这 
种 酸性 激活 多 在 进化 上 是 高 度 保 守 的 。 例 如 ， 醇 每 的 GALA 可 以 在 哺乳 动物 细胞 中 起 作用 
哺乳 动物 的 Jan 蛋白 和 糖色 质 激素 受 体 也 可 以 在 酵母 细胞 中 促进 转录 。 即 使 在 原核 生物 中 ， 
例如 AEAT Pu 的 焉 调控 作用 ， 也 是 需要 酸性 氨基 酸 残 基 的 《也 第 四 节 )。 除 了 酸性 
氮 基 酸 类 型 外 ,有 的 转录 激活 结构 域 定 含 谷 酰胺 (如 SPL, BOMB ohh ASE BS. SUSE Be 
PRIAMAR A Ca CTEVNRET 等 )。 

转录 因子 上 的 激活 区 令 央 又 是 怎样 实现 其 激活 转录 的 功能 的 呢 ? 目前 还 没有 定论 。 从 转 
录 因 子 在 进化 过 程 中 的 保守 失 这 方面 来 看 ， 与 之 作用 的 也 必定 是 保守 的 转录 负 煌 的 成 分 。 在 
ARET RATER RNA RAN 工 本身 或 RATA Se T TFIID 等 五 种 
BARRA. 

结合 于 DNA 上 不 同 部 位 的 蛋白 质 因 巴 又 是 通过 仔 么 方式 到 和 达 一 次 儿 发 生 丰 互 作 用 的 
We 目前 主要 有 四 种 学 说 : 特 转 说 派 (twisters) ,滑动 说 派 (Sliders) ， BEA WAR (cozers) PIIA 
号 说 派 (loopers)。 编 岩 并 不 沈 成 遂 用 模式 论 ， 因 为 生物 世界 千变万化 ， 采 用 不 辐 手段 达到 粗 
闻 的 目的 ,这 在 生命 现象 中 是 屡见不鲜 的 。 帮 以 三 四 种 假说 中 , 鸣 蝶 假说 得 了 最 广泛 的 支持 ,证 
据 也 最 多 ,而 召 很 多 原来 用 其 他 三 种 假说 可 以 解释 的 现象 ,用 哈 喉 假说 也 能 得 到 很 好 的 解释 。 

1. PE MR Cooping) ”这 种 假说 认为 ,位 于 不 同 的 DNA 结合 位 点 上 的 两 个 蛋白 质 , 可 
以 通过 醒 个 结合 位 点 之 间 的 DNA 形成 噜 唉 (loop) 得 以 硝 互 作用 ， 促 进 或 阻 过 基因 前 戟 录 等 
过 程 。 其 中 起 作用 的 是 而 个 铺 合 于 DNA HEAR. MPRA, 

BURA RHC Adhya 等 人 对 gal 操纵 元 的 相 虹 90bp BL EAT MEF i 
也 作用 的 研究 以 及 Schleif 等 人 对 于 ara 操纵 元 中 位 于 -280 的 ara Oa 的 研究 。 这 些 操纵 
元 中 , 远 距 离 的 操作 子 对 于 基因 读 录 的 阻 过 机 制 不 可 能 是 直接 阻碍 RNA RS MAES HT 
能 是 通过 绰 自 质 的 相 卫 作用 而 产生 的 ,而 西 个 蛋白 质 之 间 的 DNA J ROR ERY RAGE T 
BARRED. BRA DNA 双 螺 旋 的 揪 入 一 般 并 不 影响 这 种 丰 互 作用 ， MEA 
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SPEECH 0,5,1.5,2.5 等 ) 的 插入 则 严重 切 焉 了 这 种 相 瑟 作 用 ( 见 第 八 章 第 四 节 )。 司 来 
Schleif FAREEZ EEKEREN REV. 

APERAS ARREA, SV 的 早期 基因 启动 子 含有 三 段 调节 转 承 的 序 
Fj 靠近 转录 起 点 的 为 TATA 框 ; 在 ~ 49 8 - 103 有 三 个 21bp 的 重复 序列 AR BUF 
列 )4 在 远 上 游 (- 107 ~ = 250) 为 144bp MIME, CTRL RATA EN Be 
才能 有 效 地 转录 。Takahashi 等 人 在 增强 子 序列 与 中 段 序列 之 间 括 入 5bp 或 15bp 则 严重 
HR THR MA 10bp 和 21bp 由 影 响 很 小 ,在 中 段 序 列 与 TATA 框 之 间 的 措 入 也 会 产生 
类 似 的 结果 。 这 就 表明 ， 各 个 序列 上 所 结合 的 调节 蛋白 质 可 能 通过 噜 噶 形 式 而 相互 作用 。 

Ptashne 等 人 研究 A 阻 晕 蛋 自 与 其 操作 子 结合 时 所 发 现 的 协同 效应 ( 即 入 阻 遵 蛋 自 在 
Om 上 的 结合 使 Ona 这 个 弱 铺 合 位 点 的 结合 能 力 提 
高 10 售 )， 主 要 就 是 由 于 阻 过 蛋白 羧基 端 结构 域 的 
相互 作用 。Ptashne 等 人 进一步 在 Om 和 Or 之 
GARRY DNA 双 螺 旋 (5,6, 7 图 ) 和 半 回 数 
DNA 双 螺 旋 (6.5 图)。 结 果 插 入 整 图 数 的 例子 容 
在 着 与 野生 型 差不多 的 协同 效应 (图 10-19); 而 播 
入 6.5 图 的 则 失去 了 协同 效应 。 在 图 10-19 A, W 
A a GRE A ORR Ay DNA ay PN 
形状 , RD PH ANE DNA 上 , 周期 < 
性 地 出 现 对 于 DNAaseI 的 超 第 感性 和 抗 性 ,这 两 W 
种 位 点 之 间 相 距 5bp。 这 与 真 核 生物 核 小 体 中 引起 N 
的 DNA 对 DNAaseI 的 超 敏 感性 的 周期 性 变化 人 
是 一 致 的 。 不 同 的 是 这 里 的 DNA 并 没有 包 绕 在 蛋 。。 图 10-19 相 焉 7 PE 2 A 
HEL EMRE RAR LER ESM 8 REPS Lee 
DNAaseI AGRE RUBLE H TARASIE, Ptashne 与 Griffith 4#, ABTS 
RANRARE 5 DNA AE A GRAMS 

长 期 被 认为 只 有 一 个 结合 位 点 的 lae RUBE RL ROE AE 
个 是 经 典 的 操作 子 位 点 , 叫 敌 OL : 另 一 个 是 位 于 lacZ 基因 内 的 02, 与 OL 相距 500bp。 W 
带 蛋 白质 以 协同 的 方式 结合 于 DNA ,增加 了 DNA- 蛋白 质 相 互 作 用 的 专 一 性 ,产生 了 更 为 灵 
BERENA RPNE AA REER PEA MEREM. RERET 
调控 基因 转录 的 基本 途径 ,此 外 , 噜 噶 机 制 还 提供 了 基因 转录 所 需 的 蛋 自 质 -DNA H A H 
特定 拓扑 构象 。 有 证 据 表明 , 喘 卫 机 制 还 可 能 介 导 了 位 点 特异 性 重组 。 

2. 拧 转 假说 (twisting) WELKER ARR, MEA RIERA AT 
形 的 DNA, 如 左旋 的 Z-DNA, Me DNA 等 ， 而 是 识别 具有 正常 蛇 旋 的 DNA。 许 风 调 节 
看 白质 都 像 % BURA AMA, 将 一 个 a 疫 旋 (识别 蛙 旋 ) 伸 到 B-DNA MAM RE. BA 
度 认为 丧 强 对 中 哮 院 和 嗓 叭 的 交 车 排列 所 形成 的 Z-DNA 与 增强 子 的 作用 机 制 是 有 关 的 ,但 
SEN AF EAA FE, 这 种 喀 喧 和 嗓 叭 的 交 震 排列 (生成 Z-DNA 所 必需 ) 并 不 是 增强 地 
TORT ARIS. ATRAP Z-DNA 与 活性 基因 的 关系 的 实验 并 不 可 靠 。 

然而 ,有 许多 实验 证 据 表 明 , 调 控 蛋 白质 与 其 铺 合 位 点 缚 售后， 是 能 够 改变 DNA 二 级 结 
ERI. Pin, eAMP-OAP HEA. PARMA, HATERS CAP 结合 的 DNA 
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;如 政 变 基 因 转 录 对 于 CAMP-CAP (ikii, 19874 Klug YAR BW, 
cAMP-CAP 17 DNA 结合 时 ， DNA 发 出 了 亚 曲 。 这 种 鹤 曲 所 得 到 的 自由 能 显著 地 贷 直 d 
RNA 聚合 栈 结合 部 你 DNA WN. FB BSE, SWE eG DNA 结合 时 , DNA 
的 局 部 变 疹 是 很 普 放 的 现象 。 通 过 对 类 A 噬菌体 434 阻 遇 蛋白 与 其 操作 子 DNA JE dl 49 DF 
究 , 发 现 识别 螺旋 的 正 葡 定位 需要 操作 子 DNA 的 轻微 鹤 则 和 超编, 结果 使 小 沟 变 狼 。 耐 呈 不 
直接 与 蛋 自 质 搁 甬 的 破 候 可 以 对 这 种 变形 作用 产 尘 很 大 的 影响 ， 如 果 将 操作 子 中 心 部 分 的 到 
个 AST 对 变 为 0.G 对 ， 再 策 阻 过 蛋白 与 操作 子 的 亲和力 降低 40 和 售 。 这 可 能 是 由 于 这 祥 的 
PUREST DNA 的 变形 适应 性 。 

3. 滑动 众说 ” 即 一 种 调节 蛋白 质 结合 于 DNA 的 特定 序列 以 后 , 就 沿 着 DNA 将 动 到 另 
一 个 特定 序列 上 并 与 那里 的 蛋白 质 发 全 相 互 作 用 从 丽 促 进 转录 的 起 始 。 另 一 种 滑动 粮 式 世 词 
节 和 蛋白 质 仍然 在 原来 的 位 点 上 ， 但 能 用 某 种 机 制 将 DNA RRR, IDES REA ER 
用 。 测 动 假 说 最 初 米 源 于 位 点 特异 性 重组 现象 的 解释 。 但 基 日 前 噜 显 候 说 则 能 更 好 地 解 辩 信 
点 特异 性 重组 。 况且 , 泪 自 质 离开 了 它 亲 亢 性 高 的 位 点 向 淋 和 性 低 的 部 分 滑动 ,所 和 需 的 能 笃 也 
是 相当 可 观 的 。 

4， 禄 力 候 说” 即 一 个 调节 起 白质 结合 于 它 的 结合 位 点 ,然后 促进 了 另 一 种 和 蛋白质 疆 合 耶 
HRR DNA 序列 上 ,出 此 青 促进 别 的 蛋白 质 的 结合 。 最 后 一 直 体 展 到 转录 起 始 位 点 ,从 而 产 
生 对 转录 的 调控 。 在 得 距 离 内 ,这 种 作用 不 是 不 可 能 的 ; 然而 , ES PP EEA A Ca 
子 上 妃 似 乎 是 无 法 采用 这 一 机 制 的 。 


部、 蛋白 质 相 五 作 用 的 复杂 性 和 正 、 负 调控 作用 的 相对 性 。 


和 蛋白质 相 互 作用 包括 调控 蛋白 质 之 间 和 调控 蛋白 质 与 RNA RAS AMEE. X 
些 作用 机 制 极为 复杂 ， 除 了 调控 系 自 质 与 RNA 到 合 酶 结合 位 点 相互 重 双 而 产生 的 负 调控 作 
用 (上限 过 ) 之 外 , 其 但 作用 机 人 制 还 很 不 清楚 。 对 于 经 典 的 Lac ARAS RNA RARE 
帮 肌 机 抹 , 人 们 供 然 在 不 断 起 完善 这 方面 的 认识 。 起 初 ,人们 以 为 二 者 在 DNA 上 上 的 结合 位 点 
HAAS, 似乎 症 阳 过 蛋白 的 结合 使 得 RNA 聚 合 醉 无 立足 之 地 。 后 来 道 过 膨 印 分 析 , 发 现 二 者 
F DNA 上 的 结 含 位 点 并 不 重 登 。 人 们 据 此 推测 可 能 是 由 于 两 个 蛋 自 项 分 于 者 很 大 ， 阳 过 蛋 
SWART RNA 聚合 酶 结合 的 空间 障碍。 上 述 两 种 解释 的 共同 点 是 , HRI y RNA 
聚合 降 旦 不 能 同时 与 一 个 zee DNA 相 结 合 的 ， 也 就 是 说 二 者 的 结合 是 相互 排斥 的 。 然 而 , 人 
” 们 新 近 的 研究 表明 ,二 者 间 时 结合 是 可 能 的 。 人 们 用 lac UV5 DNA 与 iac 阻 轴 和 蛋白 进行 
HEAD EW], loc 阳 过 蛋白 对 于 第 一 轮 的 转录 下 现 出 甩 时 的 激活 作用 。 在 有 无 jee 
限 过 蛋白 的 情况 下 ， 第 一 轮转 录 的 速率 相 次 100 Oh, dae 阻 过 蛋白 很 可 能 是 阻碍 RNA 2g & 
酶 与 启动 子 复合 物 的 漠 攀 化 ,而 不 是 阻 志 ENA 聚合 酶 与 启动 于 的 结合 。 各 种 不 同 的 阻 过 性 
白 的 作用 机 制 吓 不 同 的 ,有 的 足 阻碍 RNA RAMA EGR RNA RS oF 
Reyne, AEE RNA 合成 的 起 始 , 世 至 有 的 号 阻碍 RNA 链 的 延 他 (如 gal it 
ARRATE. RRAIN, ERE HEH AE ERR. 

AMIS F AR E ERER SE RO H A EE. 
ENN: Pr 和 pa 的 负 调 控 因 子 , 同时 又 是 Px 的 正 调控 因子 : 当 A REA SRA 
它 又 成 为 Pa 的 负 调 控 因 子 了 。 后 来 , 人 们 又 发 现 了 cAMP-OAP 不 但 可 以 作为 正 调 控 因 于 ， 
TOE SERA Sy eS a BE A hf1 茜 央 的 表达 。 最 为 微妙 前 浊 是 下 述 


的 Tao BAR AARI TERESE NLA EERI RRB 

Sic eS (CA) HIREA ATE 
RMS ALG UAE RL RUE ERRARTE 4as BA 

198145 U.P. Malan 等 人 发 现 lac RMRAA BNSF. AER 
BPP MA pl, I-AM 72, 位 于 pL 上 游 方 商 , TERE 22 ARA BPE, 81 的 ~ 35 
序列 与 82 的 - 10 TESLA RAR, 22 的 ~ 35 序列 与 OAP Sudan Wh CE 10-20), p2 与 
RNA 聚合 酶 有 相当 的 结合 能 力 ,但 很 难 形成 开放 性 典 动 子 复合 物 。 央 此 ,22 J S TE a t 
RUB P MAL. de 召 .coli 中， 当 没有 CAMP 存在 时 ,FA MARIE 5 pE 
合 ; 结合 于 P2 的 RNA RAEN ASE pl 上 RNA RATTIA, BP 22 上 的 RNA 
球 合 璇 起 阻 过 蛋白 的 作用 。 因 此 ,即使 当 强 贸 存 在 时 ， 加 果 没 有 cAMP-CAP 复合 物 与 其 结 
AMMA, RNA 聚合 酶 就 必然 先 与 P 结合 而 不 能 与 21 结合 而 进行 有 效 的 转录 。 帘 体 
试验 表明 ， 当 事先 把 RNA 聚合 酶 加 到 含有 loc ABE (CLT pl 和 22) 的 超 螺旋 DNA 中 并 
保温 ,然后 得 加 入 cAMP-OAP 复合 物 ， 则 启动 子 21 MUIR EEL (tye = 如 分 钟 )。 相 
反 , 如 果 事 先 将 eAMP-CAP 与 上 述 DNA Rib 然后 到 加 入 RNA SEAR. MAST P1 可 
在 1 分 名 内 全 部 被 RNA RAM TIE, CAMP-CAP 与 其 DNA .上 结合 位 点 的 结合 ,一方 


CAMP-CAP 


— — —_— 
‘ @UAATOTGAGUTACCTCAGTCATTAGGCACCCCAGGCTTPACACT TTA TEGTICCOCCTORTA TETIGTCTOCARTT 
"3: AATTACACTCAA TC GAGTGAGTAATCOGTOGGCTCCC AAATCTGAAATACGRAG GU CGAGCATACAACACACCTTAACALTC GCL TAT 
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图 10-20 FRA RS NT a 
面 成 为 启动 子 82 WRH: BA RF 91 HRAT. cAML-CAP RAIDE 
了 启动 证 p2, RNA 聚合 酶 才 有 可 能 与 启 


BNE PL Ao Wit, cAMP-0AP 3} T ™ e 
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了 以 前 我 们 所 说 过 的 降低 局 部 双 螺 旋 二 级 


Piet 
结 宰 的 稳定 性 以 促进 开放 性 启动 子 复合 物 FMP ry 
Bm, EH RNA ARETE „ipte 
也 是 省 可 能 的 。 一 一 下 -一 
lac 操纵 元 有 了 两 个 启动 子 ， 又 有 阻 遂 FI mia 
HOA cAMP-CAP 的 双重 调节 ， 因 此 对 pppl pG 
TA AH, REHM te <at> 


Ma Ps Sik a TT HS HP PE 
时 , toc RARE Lk BY AS a HE a 
10-31a) ; AFR A td EAT AL ABR Z By lao 
PRIA TM A F) ie A BA OY HR Cg 10~ 
2b) IAEA A E A SOL AER 
RNA HAAS HE P2, 以 很 低频 率直 


图 10-31 Eccoli lac BAS 
模式 图 。 图 中 

(a) cAMP-OAP Hi8 y £2 radi T als 
RUE RNHE, (b) eAME-CAL [IET 22, i 


SEAT pt, SETAAS (c) RNA 
RAHET p, tA p BEANE 
断 ; 《dh ERD rANP-OAT fhi BM, Mrt 


MSIF A R. 
73998 


始 的 转录 在 操作 子 部 位 被 阻 断 (图 FO-210) ;如 果 葡 荀 粮 和服 入 都 在 在 时 ,可 以 从 23 以 很 低 
的 频率 起 始 转 录 面 产生 lac ZY A 的 mRNA( 攻 10-24d)。 即 使 在 略 10-21b 和 @ 的 情况 下 ， 
转录 也 并 不 是 百分之百 地 薇 阻 断 ， 由 于 明 过 蛋 自 的 结合 与 解 离 的 动态 平衡 ， 仍 然 可 能 存在 若 
频率 极 低 的 本 底 水 平 的 转录 。 通 过 启动 子 的 选择 来 进行 转录 的 调控 很 可 能 是 CAM P-OAP Bf 
调控 的 操纵 元 的 普遍 特征 。 半 乳糖 操纵 元 也 是 这 样 的 一 个 操纵 元 。 


第 七 节 RNA 开关 系统 4,* 


RNA 分 巴 上 的 某 一 段 序列 ,能 够 按照 不 同 的 条 件 , 有 选择 性 地 与 两 段 RNA 序列 之 一 发 
生 磊 基 配 对 ,形成 局 部 的 二 级 结构 。 这 种 二 .级 结构 可 以 出 现在 一 个 RNA 分 子 的 内 部 * 也 可 以 
出 现在 两 个 ENA 分 子 之 间 。 两 种 不 辕 的 二 级 绪 构 * 伐 表 着 基因 表达 的 两 种 状态 或 者 一 个 生化 
过 程 的 前 后 两 个 阶段 ,从 而 构成 一 个 基因 表达 的 开关 系统 。RNA 开关 系统 可 以 在 转录 水 平 起 
作用 ， 也 可 以 在 转录 后 水 平 起 作 用 , 也 可 以 在 翻译 水 平 直人 必用。 为 人 们 所 邹 知 的 一 个 例子 就 是 
色 氨 酸 操纵 元 的 衰减 子 系统 , 它 足 通过 翻译 手段 在 转录 水 平 上 控制 mRNA 合成 的 终止 与 否 。 
现在 人 们 已 经 认识 了 越 来 越 多 的 RNA 开关 系统 。 

” ”在 翻译 水 平 上 起 作用 的 一 个 RNA 开关 系统 就 是 抗 红 霉 素 基 因 的 mRNA 中 的 四 段 RNA 
泽 殉 能 够 有 选择 性 地 形成 全 种 不 同 的 二 级 结构 (图 10-22)。 红 霉 素 能 够 结合 于 238rRNA， 
从 而 妨碍 蛋白 质 的 合成 。 而 抗 红 备 素 基因 (由 质粒 编码 ) 产 物 是 一 种 甲 基 化 酶 ， 能 够 特异 地 疗 
23 8 核糖 体 RNA 下 的 一 个 肪 形 酸 残 基 围 基 化 ,使 红 医 素 无 法 结合 ,而 且 这 种 甲 基 北 并 不 影响 
苇 糖 体 的 功能 。 在 甲 基 化 酶 编码 序列 前 , 辣 梓 有 -- 段 先导 肽 编码 序列 。 当 细胞 内 没有 红 霉 素 时 ， 
核 糙 休 能 够 硕 利 地 翻译 先导 肽 并 从 RMA 上 释放 下 来 ,使 得 序列 工 和 2 能 够 配对 , 而 且 不 影响 序 
列 3 和 4 的 配对 * 因 而 核 糙 体 无 法 与 甲 基 化 酶 的 8-D 序列 结合 从 丽 关 前 吊装 化 酶 mRNA 的 
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网 10-22 Se S Day RR Sh eT A ER mRNA 中 的 
T MaRS AT a FETE SKA 
《ay SRALRR GEN, BURR, SOT I mRNA Hiza 
SAH ME SRE A NTO EME, (0) SAE RARE, AAA ER 
Ba ASUT ATL, SRP] 2 和 3 配对 ,从 THR GAG RARR ATA RE 


elite 


大 译 活 性 。 当 细胞 内 出 现 红 霆 素 时 ， 结合 有 红 委 素 的 核 猪 订 便 停 慷 于 先导 肽 的 编码 区 (序列 I 
附近 )， 从 而 做 坏 了 序列 1 和 2 的 二 级 结构 ， 然 后 序列 8 和 4 的 二 级 结 攀 也 受到 破坏 "而 形成 
序列 2 和 3 之 间 的 二 级 结构 CFF! BRIM SHR A ATEA 3 和 4 所 释 
放 的 自由 能 )。 这 样 , 甲 基 化 酶 基因 的 SD PART OREN RARER H, 
ik RE HT EE AACE 的 会 成 而 出 现 的 马甲 基 化 的 核糖 体 ) RP ea. 
PRES BE RS AR ER OR SRE A ad» SEP AK eB A R P E E T 
叉 被 关闭 。 

AHS SAME NE, UL snRNA (以 RNP 的 形式 ) 先 与 8 图 接 点 附近 的 序列 结合 ， 在 
5? 拼接 点 被 切断 后 便 转 疝 与 83' PERE A A EBITD RNA 分 子 记 构 成 的 开关 系 
统 { 见 第 六 章 )。 这 一 开关 系统 的 转换 机 制 月 前 还 不 清楚 。 毫 无 疑义 的 是 ， 人 们 将 会 发 现 更 多 
的 RNA 开关 系统 。 


E 要 


原核 生物 和 让 核 生物 尽管 府 在 茵 许多 类 败 ， 基 因 表 达 的 调控 方面 也 各 有 各 的 苑 冬 ， 但 二 
省 具有 惊人 的 平行 头 杀 和 相似 性 。 在 从 DNA $a, RNA ORES GM SmI OD a 
信息 流动 过 柱 中 ,以 转 菏 过程 的 调控 最 为 重 烛 。 

与 咎 向 质 编 码 信 息 押 比 ， 调 控 信 息 的 编码 方式 和 解读 都 存在 着 自己 的 特点 。 调 榨 信 息 的 
编码 是 三 维 的 ， 具 有 很 高 的 简 并 性 ， 调控 信息 在 解读 时 并 不 中 断 原 有 的 Watson-Crick AB 
BN MABBE ASA CALA) ORAM ART RAR SH HS RM FH 
RAEE AAR. ABEGHRSRALARGAES GAS DNA Hk 
用 和 和 不同 调控 壳 身 质 相互 之 间 以 及 它们 与 RNA RSG 4S AOE 

调控 性 白质 均 为 球形 蛋白 质 。 为 了 提高 调控 的 精确 性 ,调控 过 白质 通常 是 同 种 或 异种 自白 
RYARKAGKE, ANE OAMARKAGRATEGASH SHR ER, HHH 
DNA FRE SARA AARRELAANS LHELAA RH RPM 
多 。 

At BAY BSH fe Oro 爱 自 对 于 左右 两 个 早期 各 纵 元 的 操作 子 上 的 三 个 结合 位 点 
有 不 同 的 亲和力 ， 因而 构成 了 控制 入 啦 菌 体 的 溶 原生 长 和 裂解 生长 的 分 子 开 关 。 二 省 都 是 通 
it o RH Aaa RG DNA 结合 的 。 

HORMOARAS HABE GAP, RDNA 结合 结构 域 火 多 在 100 个 总 基 酸 以 下 。 
这 些 结构 域 天 体 上 有 四 种 花 式 ; an Mh ed A aa- Mh t; Oys—-His $745 ;Oys--Oys H 3s 
Leu ith, REMWRAM ARR ADAG ENAT ES, CRAP RRS 
DNA (ARBRE, AKO ABER ER—PP LARA OR RH om REA 
悍 是 这 一 结构 花 式 与 DNA 的 室 间 关系 可 能 不 同 于 原核 生物 。 

HRATRT DNA Beek, Raa RMS ER, HRS 区 主要 有 酸性 费 基 酸 
H, ELERES, FAMARS, TARRE 区 必定 是 与 通用 的 转 孙 机 构 的 组 分 相互 作 
用 。 这 些 组 分 很 可 能 束 是 RNA REMI KAA TATA 框 的 结合 因子 TRID 等 五 种 通用 
BRAT. UST DNA 上 不 同位 点 的 蛋白 质 又 是 透 过 什么 方式 到 达 一 块 儿 发 生 捐 互 必 用 的 
ÆT Seal? PRAT RAS ROR, - 

内 于 调节 圭 白 质 之 同 丰 互 作用 的 复 欠 性 ， 加 上 比 就 产生 了 正 负 调控 的 相对 性 。 人 们 发 现 入 

+401 > 


但 明黄 身 一 方面 是 Ph 和 Pr 前 负 调控 加 子 ， 同 时 又 是 Pu HERRAT, BA Mae eS 
ETA” ELAY Pe 的 页 调 控 因 子 。 近 来 人 们 还 发 现 loc 阻 过 嘉和 白 对 RNA RS BF 
一 轮转 未 有 旦 时 的 溃 活 作用 。 莫 至 是 一 个 结合 于 启 动 子 邻 这 位 点 的 RNA RSE EBRD A 
一 个 RNA RARS A aT A mae 

除了 调节 过 白质 外 ， 人 们 还 发 现 mRNA 的 不 同 二 级 结构 能 影响 基因 的 表达 。 包 况 屋 到 
级 元 的 绢 减 子 就 是 通过 翻译 来 控制 转 孙 终止 子 二 级 结 机 的 形成 与 否 。 抗 红 替 素 基 因 mRNA 
的 二 组 结构 控制 了 该 mRNA HTH, ARNA 拼接 过 程 中 ,UI snRNA AGS 5! BEE 
点 和 37 HAG Rak REY, TA RAS RNA 分 子 组 成 的 开关 系统 。 
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第 -- 节 MGR 


生物 进化 需要 可 址 传 的 变异 不 断 产生 ,变化 的 根木 诛 四 是 突变 ,但 就 每 个 个 体 而 言 发 生 突 
次 的 机 率 毕 况 很 你 。 涉 及 到 的 基因 数目 非常 有 限 ， 如 果 只 有 突变 而 没有 不 同 个 体 间 的 基因 奖 
流 。 峙 生物 体 难以 迁 速 地 “组 装 ?" 产 生 最 能 适应 环境 条 件 的 基因 纽 合 。 而 且 在 积累 其 有 选择 优 
势 的 帘 变 揭 同 时 也 不 可 吉 免 地 积累 许多 难以 摆 陪 的 不 逢 突变 。 而 通过 不 同 个 体 问 的 基 半 交流， 
可 以 将 具有 选 辜 优势 的 和 选择 抽 势 的 基 办 分开, 在 短期 内 产生 具有 各 各 基因 型 的 个 体 ,接受 自 
然 远 返 的 检验 。 从 而 使 整个 群体 纵 挝 在 一 种 不 断 地 淘汰 有 寄 等 位 基因 和 不 断 地 积累 有 利 基因 
的 动态 变化 之 中 。 

从 广义 上 讲 ， 任何 造成 基因 共 训 化 的 基因 交流 过 程 都 叫 遗 传 重组 (genetic recombi- 
nation)。 站 核 生物 减 数 分 烈 时 ， 通过 非 赔 源 染色 体 的 自由 组 合 形成 各 种 不 同 的 配子, 玲 梭 配 

子 结合 后 产生 基因 型 各 不 相同 的 后 代 。 这 种 重组 过 程 导致 末 因 虱 的 变化 。 但 不 涉及 DNA 分 

子 内 前 断 虱 -复合 ,因此 不 包括 在 分 子 遗 传 学 对 重组 的 研究 范围 之 内 。 

狭义 上 的 遗传 重组 指 涉及 到 DNA 分 子 内 断 殉 -党 合 的 基因 交流 ， 有 时 又 加 伐 交换 (eros- 
sing over) AMEX DNA 产 列 和 认 需 蛋 帕 质 因子 的 要 求 , 可 以 把 重组 分 为 四 类 , 即 同 源 重组 
(homologous recombination), 位 点 入 异性 重组 (site-spPecifie recombination), 转 座 作用 
(transposition) 和 异常 重组 (illegitimate recombination) AMF A PIX 着 各 重组 的 一 般 
特征 见 表 11-1, 


211-1 大 肠 杆 将 中 由 科 挤 传 生 组 的 一 般 特征 


类 型 | 是 否 需 要 序列 局 源 性 AERE Rech 白质 RE RET AREE 
g AREH | cas 是 
ARRESE o] 是 E 
E HEHA E T 
O sasa = m 


同 源 重 组 发 生 在 DNA WERP E. ARERI RREPERI MeF 
的 交换 ,细菌 及 荣 些 你 等 真 禄 生物 的 转化 ,细菌 的 转 导 , 接 合 .只 菌 体 的 重组 等 部 属于 这 一 类 型。 
局 深重 组 中 负责 DNA 配对 和 重组 的 蛋白 质 因子 无 碱 基 序 列 特异 性 ,只 要 两 条 DNA 序列 相沿 
或 接近 丰 略 ,就 可 以 宕 序列 中 的 任何 一 点 发 生 。 当 然 也 存在 重组 热点 , 即 某 类 序列 发 生 重组 的 
视 沪 高 于 其 他 序列 。 此 外 , 走 核 生物 中 染色 质 状 套 对 重组 也 有 影响 ,比如 异 瑰 色 质 及 附近 区 域 
Ae RE EA AT Ae RRA AW RMR ETE Oe A 
e404 


RAR a A BK RecA 重组 (有 ecA dopendent recombination), ME win tt 
BY 7 LE OP E, Pe TE, Rk RTE BOR PRB. 

位 点 特异 性 重组 发 生 在 两 条 DNA GSO L.A DNA 通过 其 attp 位 点 和 大 
肠 杆菌 DNA 的 q# 吾 之 间 的 位 点 特异 性 重组 而 实现 整合 过 程 。 在 重组 部 分 有 一 段 lbp Ki 
源 序列 , 它 是 重组 的 必要 条 件 , 但 不 是 充分 条 件 , 还 叙 有 位 点 特异 性 的 蛋白 质 因 子 参 刁 能 化 。 
这 些 蛋 自 质 因子 不 能 催化 其 他 任何 两 条 序列 (不 管 是 同 源 的 还 是 非 同 深 的 ) 之 间 的 重组 ， 这 就 
RRT AW EE DNA 整合 方式 的 特 界 竹 和 高 度 保 守 考 。 因 此 , 位 点 特异 性 重组 又 党 巴 侈 保 
<P EH (conservative recombination), DARRERA EE RecA 蛋白 质 的 参与 

转 座 过 程 中 ， 转 座 成 分 从 染色 体 的 一 个 区 自转 移 到 另 一 个 区 段 或 从 一 条 染色 体 转移 到 另 
一 条 染色 体 。 转 建 作 用 了 既 不 依 合 转 座 成 分 和 播 入 区 自序 列 的 同 源 人 性 , 又 不 需要 RecA BAR. 
国王 转 座 作 用 总 是 伴随 着 转 肉 成 分 揭 复 制 ， 故 又 称 为 复 乔 恒 组 (zeplicative resombi- 
nation), 

异常 重组 也 不 需要 DNA 序列 的 同 源 性 和 ecA BAR, THEMPREMER, HI 
对 这 娄 重 组 的 机 制 见 乎 一 无 所 知 。 

需要 指出 的 是 ?这 里 记 说 的 遗传 草 组 和 重组 DNA 技术 不 是 一 回 事 ， 前 者 指 发 生 在 生物 体 
齿 的 基因 交流 ,是 我 们 要 研究 .要 揭 开 其 奥秘 的 生物 学 现象 ; 后 者 指 在 体外 人 为 地 将 不 同 尖 的 
DNA 组 合 在 一 起 ,是 我 们 有 目的 有 计划 地 改造 生物 体 的 一 项 按 术 和 手段 。 二 者 的 原理 和 机 制 
也 相差 其 远 。. 本 书 对 于 重组 了 DNA 技术 不 可 能 作 详 细 的 氢 述 。 在 第 十 二 章 {基因 工程 导论 ) 中 
我 们 将 介绍 重组 DNA 的 基本 原理 。 


第 二 节 同 源 重组 的 分 子 机 制 ~* 


一 、 断 裂 - 复 合 及 Holliday 中 间 体 的 形成 


同 源 重组 涉及 到 参与 重组 的 双方 DNA 分 子 的 断裂 与 交 护 复合 。 断 型 -复合 的 最 初 证 据 来 
自 细 胞 焉 忧 学 对 减 数 分 型 时 染色 体 行为 的 研究 。 减 数 第 一 次 分 裂 前 期 配对 的 两 条 非 姥 妹 染色 
体 之 间 发 生 断 异 - 复 合 ,出 现 交 叉 结构 。 和 再 通过 交叉 的 歧化 完成 重组 过 程 。 通 过 特攻 的 染色 体 
标记 技术 可 以 在 显 徽 镑 下 宣 接 验证 断裂 -复合 的 发 生 。 

重组 的 前 提 之 一 是 参与 重组 的 两 条 DNA 分 子 必 须 靠 近 , 同 源 序 列 之 问 严 格 配对 ,配对 又 
手 做 联 会 (s7napsis)。 原 核 生 物 的 DNA 无 蛋白 质 规律 往 地 包 被 ,配对 多 在 课 DNA 分 子 之 问 
进行 , 目前 尚 难 直接 观察 到 。 真 核 生 物 的 DNA 组 织 在 染色 体 中 ,配对 在 染色 体 之 间 进 行 ,发 生 
在 诚 数 分 裂 的 极 星期 。 参 与 联 会 的 双方 实际 上 是 两 条 已 复制 的 同 源 染 色 体 ， 伺 也 有 入 认为 联 
会 和 复制 同时 发 生 。 联 会 时 ， 非 娃 雏 染色 子 体 之 间 以 狠 醒 紧 舍 在 一 起 ， 形 成 联 会 丝 复 合体 
(synaptonemal coomplex)。 图 11-1 就 是 这 种 复合 体 的 照片 。 

处 在 联 会 毕 复 合体 中 间 是 中 心 成份 (central eloment), 47244 18nm ;两边 备 有 一 个 侧身 
成 份 (lateral element) 14224 50nm ,在 电镜 下 是 模 向 条 痕 状 ; 青 向 外 才 是 染色 子 体 。 中 心 成 
分 和 侧 向 咸 分 处 于 同一 平面 ,平行 延伸 , 非 姊 款 染 色 子 体 之 问 不 直接 接触 ,而 是 煌 中 200nm 以 
上 。 这 一 距离 从 分 子 水 平 上 说 是 相当 大 的 ,因此 光 是 联 会 丝 复合 体 的 形成 仍 不 能 使 两 条 DNA 
分 对 接近 到 可 以 互相 作用 发 生 重组 的 范围 之 内 ;还 必须 大 别 的 因 崇 参与 放行 ,电镜 下 可 以 看 到 
联 会 名 每 合体 上 个 而 出 现 将 两 条 染色 子 栖 联 在 一 起 的 节 或 病 (node), 它们 出 现 的 频率 和 分 布 
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图 11-1 DARD RUN REA TRL, ce 代表 中 心 成 分 ，Ie AMAREX ARED 


与 染色 体 交 叉 的 频率 和 分 布 十 分 相似 ， 有 人 认为 它们 可 能 就 是 重组 发 生 的 部 位 。 因 此 又 把 这 
WERAMERA recombination nodule)。 联 会 给 复 合体 中 存在 染色 体 交 叉 现象 ,可 
被 光学 显微镜 观 绿 到 ,在 细胞 分 型 前 夕 消失 。 

目前 尚 不 能 对 走 核 生物 的 遗传 重组 直接 进行 分 子 水 平 的 分 析 。 不 过 ,通过 对 重组 的 遗传 学 
后 困 的 分 析 ,对 减 数 分 型 早期 放 色 体 行为 的 观察 分 析 ,对 离休 重组 系统 (主要 为 原 祝 生物 ) 的 分 
析 和 对 DNA 生物 化 学 畦 性 的 分 析 ， 强 在 已 经 提出 了 各 种 乔 在 解释 双 链 DNA 之 闻 重 组 的 可 
能 机 制 。 本 节 将 介绍 当前 较为 流行 的 模型 , 这 一 模型 最 韧 由 -再 olliday 提出 , 后 经 JMeselson 
和 Radding 修改 。 图 11-2 为 该 模 玲 对 重组 过 程 的 解释 ;可 乙 分 为 以 下 儿 个 步 对 ， 

1. 切 斯 (nicking) 同 源 联 会 的 两 个 DNA 分 子 中 任意 一 个 出 现 单 链 切 口 ， 切 岂 由 某 些 
DNA 内 切 隋 产生 。 很 可 能 在 正常 情况 下 DNA 分 子 上 随机 发 生 这 类 切割 和 随后 由 连接 栈 催 
化 的 连 措 。 也 有 可 能 使 辣 源 DNA 接近 并 发 生 联 会 的 蛋 丘 质 因 子 同时 具有 内 抛 柄 活性 。 人 负责 
切口 的 产生 。 

?2， 链 置 找 (strand displacement) 切 日 处 形成 的 到 HER ARE Ae AE 
杆菌 DNA 渗 合 酶 I 的 酶 系统 利用 切口 处 的 3/-0 瑟 售 记 新 链 , 而 招 原 有 的 链 轻 步 排挤 置换 击 来 ， 
梧 之 成 为 游离 的 以 5- 了 为 末端 的 单 链 区 段 , 单 链 置 热 反 蝶 可 以 一 宜 进行 下 去 , 由 此 产生 的 单 链 
区 段 随 之 越 来 越 长 。< Oh ad SORE Can Pas 
"3. eb PA Coingle-strand invasion) 出 链 置 换 产生 的 单 链 区 段 侵 入 到 贿 与 联 会 的 
HADNA 分 子 因 局 部 女 链 面 产生 的 单 链 泡 中 。 局 部 多 健 可 能 由 某 种 DNA 结合 强 自 质 的 
作用 产生 , 也 可 能 由 DNA 呼吸 作用 产生 。 头 肠 古 蓝 中 ， 音 链 侵入 需要 ReoA 蛋白 质 的 参与 。 


+ dlg a 


d. heR ta th loop cloavga) 


侵入 的 单 链 DNA 与 参与 联 会 的 另 一 条 DNA 4 F p gy 


互补 链 形成 硫 基 配对 , 回 时 把 与 侵入 单 链 的 同 源 链 置换 出 来 ， 由 此 产生 D-a, D- aA 
链 区 随后 被 切除 降解 掉 。 这 一 步骤 至 少 需要 一 个 内 切 反应 和 5 3 外 切 栈 活性。 外 切 作 用 可 能 


TRU D-1 ee MK REE RE. 

5, 姓 同 化 (strand assimilation) M 
Be PA) 3-0H 斯 头 和 侵入 单 链 的 
85-P h DNA 连接 酶 共 价 连 接 。 局 时 ， 侵 入 
的 单 链 可 以 沿 5 一 3 方向 继续 置换 出 鸣 吗 切 
除 中 产生 的 5 PP 断 头 , 后 者 不 断 被 5 一 3 外 
DBE ECAR, JEL A A E 
化 作用 ， 被 侵入 的 DNA 双 螺 旋 分 子 上 有 一 
段 区 域 含有 米 自 联 会 对 方 的 一 条 链 ， 它 随 链 
同 北 作用 的 继续 进行 而 逐步 扩大 。 这 一 区 域 
MARADNA hybrid DNA) 或 异 源 双 链 
(heteroduplex). HAA- EAR A 
DNA 的 碱 基 序列 不 一 定 完全 一 BM, FR 
链 区 内 往往 合 有 异 配 束 基 ， 这 些 错 配 碱 基 对 
面临 着 细胞 内 修复 系统 的 修复 。 异 源 冯 链 区 
的 形成 在 立体 结构 上 几乎 没有 什么 困难 和 谱 
Go 很 少 迁 成 匀 长 的 未 配对 的 右 其 区 段 。 到 
此 为 下 异 源 双 链 区 只 出 现在 两 条 DNA 和 分 子 
前 一 条 之 中 ， 因 此 这 段 腊 滨 双 和 链 区 叫做 非 对 
称 (asymmetrio) 异 源 双 链 区 。 

6. H44(tCisomerization) 链 同 化 进 
行 过 程 中 ,DNA 经 过 一 定 的 扭曲 旋转 而 形成 
JURY 11-2 第 6 步 记 示 的 异 构 体 。 这 样 ,两 条 
DNA 分 子 不 再 以 一 条 链 相 连 而 是 以 两 条 同 
源 的 芷 链 实 及 相连 。 而 且 相 连 的 链 不 再 是 前 
而 一 系列 变化 中 涉及 的 单 链 而 是 碌 来 一 直 
“安然 未 动 " 的 链 。 图 11-2 第 6 步 所 示 的 结构 
最 初 由 Holliday Hei, Bem Holliday 中 
jal (& (Holliday intermediate), Holliday 
中 闻 栖 的 形成 机 制 见 加 II1-3。 其 中 工 和 立 记 
示 的 结构 可 以 互 变 ， 采 用 分 子 模 型 的 模 执 实 
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图 11-2 Meselscn 和 Radding 提出 的 
关于 同 源 重 组 机 制 的 链 转 移 模型 


验证 明 图 11-3 所 示 的 DNA 分 子 异 物化 过 程 很 容易 发 生 ,并 不 造成 任何 立体 结构 上 的 张力 。 


7. J Ziti (branch migration) 


两 条 DN 分子 之 间 形 成 的 交叉 点 可 以 沿 DNA 移 


8), L -HE MARES. LBNL DNA 分 子 之 辣 交 叉 的 同 源 单 链 互相 置换 的 
ik, 迁移 的 方向 可 以 朝向 DNA 分 子 的 任意 一 端 。 分 支 迁 移 与 DNA 呼吸 作用 有 关 , 呼吸 位 
用 产生 的 单 链 区 为 两 条 DNA 分 子 闻 的 进一步 单 刍 取代 提供 了 方便 。 由 子 DNA 呼吸 作用 此 
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HEAR, 所 以 交叉 点 也 不 断 处 于 左右 移动 之 中 。 长 距离 的 分 支 迁 移 常 次 DNA WR 
扑 异 松 酶 系统 的 人 参与。 分支 迁 移 使 两 条 DNA 分 子 中 都 出 现 异 源 双 链 区 ,有 了 时 冲 艇 对 称 (sym- 
petric) TER, HERRARNA. SADA TREN, RIB RET A 
叉 点 的 位 置 ， 但 Holliday 中 间 体 的 小 本 结构 示 变 。 

Holliday 中 未 体 的 形成 机制 一 直 是 长 期 争论 的 问题 。 除 了 了 上述 的 Meselson-Radding 
HU CREE Db, IRA Whitehouse 提出 的 Whitehouge #98 , Hollliday 
自己 提出 的 Iolay 该 型 (为 Meselson-Radding FEAN HURD) DLRA JERE a BE 
Hl pair, thon cut” model) 454%, PPA IA ALA ABA AAR] A AEE BP Ep TA RED 
异 源 双 链 区 的 形成 蕊 及 使 之 扩大 的 分 支 迁移 。 近 年 来 大 量 的 实验 结果 尤其 是 对 大 肠 杆 落 Reo 
重组 系统 的 精细 研究 多 数 支 持 Meselsoa-Raddqing 模型 , 所 以 这 里 我 们 将 不 再 对 其 它 模型 作 
详细 介绍 。 ' 


=., Holliday paia 


Holliday 中 亲信 的 溢 成 只 完成 了 重组 的 一 尘 ， 由 它 连锁 在 一 起 的 两 条 DNA 分 子 又 必须 
经 过 拆 分 (resolution) 同 复 漳 彼 此 分 开 的 双 螺 施 分 子 状态 。 拆 分 需要 内 切 酶 在 交叉 点 处 形成 
一 对 切口 ， 然 后 山 DNA 连接 酶 连接 。 册 于 交 联 在 -- 直 的 两 条 DNA 分 子 实际 上 不 汤 处 在 图 
11-3 房 冰 述 的 异 构 变 化 中 , 印 日 可 能 穴 两 对 同 源 链 中 的 任意 一 对 上 发 生 ， 如 图 11-4 所 示 。 妇 果 
SU AEE Holliday 中 问 笨 过 程 中 一 种 直 保持 完整 的 一 对 同 源 单 链 上 ,至 此 所 有 网 条 单 
狗 实 际 上 都 已 经 发 生 过 断 虱 ,出 此 海 赤 放出 两 条 重 个 DNA 分 子 . 一 条 末 体 双 螺 旋 分 子 和 另 一 条 
内 居 分 子 共 价 相 站， 亲家 一 自 异 源 双 链 区 域 , 这 种 重组 四 向 交 世 重组 (recjprocal recombi- 


mation)。 攻 果 重 组 分 子 中 的 网 个 址 传 学 位 点 位 于 这 段 异 源 双 链 区 的 两 侧 , 就 可 以 在 表现 型 上 
哎 寨 到 它们 之 和 经 党 的 重组 现象 ,并 且 重 组 尊 蚌 交互 的 (图 11-4 布 )。 如 果 切 及 发 生 在 重组 过 
程 出 曾 被 切 开 过 的 一 对 同 源 单 链 .上 ,那么 原来 一 直 保持 党 整 的 另 一 对 间 源 链 将 继续 保持 完整 。 
这 种 切割 释放 出 两 条 原 来 的 亲 弄 DNA 分 子 , 无 交 开 重组 发 生 ， 但 每 条 分 子 上 有 -一段 异 源 双 链 
区 。 如 果 两 个 遗传 学 位 点 处 在 这 段 异 源 双 链 区 的 两 侧 , 将 在 表现 型 上 观察 不 到 重组 的 发 生 ( 图 
11-44%), ， 


图 11-4 Holliday 中 间 体 拆 分 的 酷 种 宫 能 情况 图 11%5 . 环形 双 链 DNA 分 子 的 重组 及 拆 分 


HLH, Holliday 中 向 体 订 以 以 击 种 交替 方式 进行 拆 分 ,两 位 基 王 或 是 发 生 交互 重组 ， 

或 是 无 重组 发 生 。 但 不 论 哪 种 拆 分 方式 都 必然 在 两 条 DNA 分 子 上 图 下 一 段 异 源 双 链 区 。 
上述 讨论 所 涉及 的 是 两 条 线 状 DNA 双 曼 旋 之 问 的 重组 ,其 原 权 同样 适用 于 环 状 DNA 的 
重组 过 程 。 由 于 许多 环 状 DNA， 如 哈 世 林 和 质粒 等 , 其 分 子 小 , 局 于 操作 ， 而 且 其 分 子 生物 
学 和 遗传 学 方面 的 研究 较为 透彻 ， 因 此 是 研究 踪 传 重组 的 理想 材料 。 图 11-5 为 环 状 DNA 
分 子 之 问 的 电 组 过 程 。 图 中 的 放大 部 分 展示 了 图 11-4 相同 的 交叉 点 绩 构 ;只 是 这 里 每 条 
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DNA 分 学 的 首尾 得 连 ,这 种 铺 构 叫 获 8 字 型 中 间 移 (figure-8 intermediate), 8 字 型 结构 的 
拆 分 也 有 两 种 方式 :一 种 是 产生 两 个 亲 体 环 状 DNA DT, ARTER- RREN ER, 另 一 
种 是 以 交 守重 组 方式 产生 一 个 由 两 个 亲 体 DNA 分 子 首尾 其 佐 连 接 而 成 的 二 聚 环 (dimerie 
circle) (H 11-5) 。 这 意味 着 对 于 环 状 DNA 分 子 ， 相 互 重组 必然 导致 二 诊 环 的 产生 3 一 聚 环 
的 进一步 相互 重组 将 产生 多 束 环 。 由 二 聚 环 重新 产生 单 体 环 状 DNA 分 子 则 要 经 过 第 二 轮 重 
组 过 程 , 它 可 久 在 二 聚 环 中 两 个 单 体 分 子 的 性 何 同 源 区 域 之 间 发 生 ， 形 成 两 个 重组 环 状 DNA 


同 源 配对 - 
并 交互 重组 


+ 单 体 环 


图 11-6 ZRI DNA 分 子 经 过 相互 重组 而 
形成 两 个 单 体 DNA RT, 相互 重组 可 以 在 
二 涌 环 上 任意 两 个 同 流 区 域 之 癌 亲 行 。 


分 子 (加 11-6), 

和 如果 图 11-5 的 模型 是 对 的 ,在 实验 中 应 
该 有 可 能 分 离 到 作为 重组 中 间 物 的 8 字 型 绪 
$. ey 8 FMR DNA 分 子 已 经 
在 好 儿 种 环 状 TDNA ERR HB ey A 
杆菌 细胞 中 发 现 ， 可 是 ， 在 电 馆 下 具有 8 字 
外 形 的 结构 并 不 一 定 意味 着 它们 蚌 以 图 Il- 
5 放大 部 分 所 示 的 形式 存在 的 重组 中 间 物 ,其 
他 情况 如 两 个 相互 环 连 的 (Catenated) 单 体 
DNA 分 子 在 电镜 下 也 呈 8 字形 。 不 过 ,重组 
中 间 体 的 两 个 单 体 DNA 分 子 以 共 价 连 接 , 而 
环 过 的 单 体 DNA 分 子 之 间 无 此 连接 。 因 此 ， 
车 以 一 种 在 单 体 分 子 上 有 有 一 个 切 点 的 内 切 荐 
处 理 , 环 连 所 涉及 的 两 个 单 体 将 彼此 分 开 , 而 
重组 中 间 体 的 两 个 单 体 将 在 交叉 处 仍然 相 
连 。 经 限制 酶 切割 的 3 学 型 重组 中 间 体 具有 
四 条 臂 ， 整个 形状 泡 如 希腊 字母 x ( 读 作 
Chi), AO Chi 结构 (Chi structure), 
器 11-7 为 一 种 环 状 DNA ERR 8 字形 重 
组 中 闻 体 经 切割 后 形成 的 Chi 结构 的 电镜 实 
奈 观 察 图 解 及 其 解释 图 ,该 图 与 图 11-3、11-4 
和 it-5 中 预期 出 现 的 模式 十 分 啊 合 .Chi 结 
和 构 的 分 离 成 功 直 接 验 证 了 细胞 内 重组 过 程 中 
异 源 双 链 DNA PLR Holliday 中 间 体 及 其 
蜡 构 化 的 存在 。 

ABIE p, Chi 结构 只 出 现在 recA+ 
细胞 中 ,而 不 出 现在 recA- 突变 体 中 。 因 此， 
它 的 在 在 与 细胞 进行 遗传 重组 的 能 力 有 直接 


的 平行 关系 。 这 进一步 说 明 Chi 结构 的 确 是 遗传 重组 的 中 间 物 而 不 是 与 之 无 关 的 分 子 怪物 。 
环 状 DNA 重组 的 研究 进展 为 分 离 担 取 催化 重组 的 酶 提供 了 鉴定 方法 。 ME Ae A 
胞 提取 物 由 单 链 环 状 分 子 产 生 二 诊 环 的 能 力 ,发 现 野 生 型 细胞 (recA+) 具 备 此 能 力 。 产生 出 可 
被 切割 咸 Ohi 结构 的 8 字形 中 间 牺 ! recA” 细胞 提取 物 到 无 此 能 力 。 从 理论 上 讲 可 以 将 离 体 
系统 分 级 分 离 到 各 个 组 分 ， 然 后 采用 离 体 互补 测定 的 方法 。 竖 定 它 们 在 重组 中 的 萝 能 。 这 


410。 


图 11-7 8 字形 重组 中 间 体 经 限制 酶 切割 而 形成 的 Chi 结构 的 电镜 照片 及 解 罕 图 


类 工作 正在 进行 中 。 

近年 米 , 重 组 中 间 体 已 经 在 真 被 生物 中 发 现 , ERR a, 已 经 在 电镜 下 发 
现 了 一 些 DNA 分 子 的 一 条 单 链 正 在 侵入 另 一 个 DNA 双 紧 旋 分 子 ;也 发 现 了 一 些 上 其 有 四 条 辟 的 
Holliday 中 间 体 。 栈 母 的 2 wm 环 状 质粒 本 身 合 有 两 个 头 - 头 相连 的 倒转 重复 单位 。2 um 环 
机 以 在 分 子 内 或 分 子 间 发 生 重组 ,将 重组 中 间 体 用 限制 酶 处 理 后 ， 产生 如 同 噬菌体 DNA 一 样 
前 Chi 结构 。 有 趣 的 是 ，Ohi 结构 只 是 出 现在 处 于 减 数 分 裂 的 酝 母 细胞 中 ， 大 约 每 1000 个 
2pm DNA 单 体 中 可 以 观察 到 一 个 Chi 结构 (酵母 每 细胞 约 有 50 一 I00 个 2 jm 质粒 ); AB 
分 裂 细 胞 中 则 无 此 结构 。 此 外 ， 在 非洲 爪 风 卵 母 细胞 的 提取 物 中 也 发 现 有 分 支 DNA 分 子 的 
存在 ,它们 很 可 能 是 Chi 结构。 


三 、 异 源 汉 和 链 与 基因 转换 


MSAD PE MARNIE RR Ohi 结构 的 拆 分 璇 酸 了 许多 遗传 学 现象 。 处 于 异 源 双 链 区 
两 侧 的 基因 在 形成 重组 DNA 分 于 的 拆 分 中 可 以 发 生 交 互 重组 ,也 可 以 不 发 生 交 互 重组 对 于 
处 锌 异 源 双 链 区 内 的 基因 或 址 传 标记 ， 不 论据 分 以 何 种 方式 发 生 都 将 影响 到 它们 的 进 传 学 行 
为 。 

HST RARER RE Ue IE, he ea ATE 
aU ete FF SE ty TS REE, A 
SRO RJM, MET 8 UT A. PER EHKRE 
Fo EAB YA BT 0 FTA 4:4 的 比例 出 现 (图 (11-8a) 。 然 而 ,有 时 并 不 呈现 预期 的 4:4 
分 离 比例 ， MEER 5:3 或 6;2 分 离 比 例 。 这 种 现象 是 基因 转换 (gene conversion) 而 产生 
的 。 


«dile 


宕 异 瀑 双 链 区 存在 车 不 遍 对 碘 基 。 细 跑 内 句 例 修复 系统 ( 郊 第 四 章 ) 能 够 识别 不 配对 了 硫 
基 ， 并 以 其 中 一 条 链 为 模板 收复 另 一 条 能 。 这 种 修复 作用 发 生 在 减 数 分 裂 和 有 有丝分裂 之 间 。 
如 果 在 此 期间 , 两 个 异 源 双 链 没 有 被 修 党 , 则 会 出 现 改 变 了 玫 字 排列 顺序 的 4:4# 分 离 比 便 ( 因 
11-8b)。 这 个 现象 叫做 减 数 分 裂 后 分 离 (postmeiotic segregation) ,因为 它 取决 于 减 数 分 列 
所 产生 的 4 个 单 倍 体 DNA 双 链 在 随后 前 复制 中 发 生 分 离 , 如 果 上 只 有 一 个 异 源 双 链 得 到 修复 ，8 
个 子 变型 子 则 按 5:3 (或 3:5) 的 比例 发 生 分 离 ( 图 (11-80)。 部 果 柚 个 异 源 双 链 痢 按 同 一 方向 
进行 矫正 , 则 出 观 6:2.( 或 2:6) 的 分 离 比例 (图 B1-8d) , 这 种 通过 对 蜡 源 双 链 区 内 不 配对 碘 基 
的 修复 而 进行 的 基 丙 娇 正直 程 称 为 基因 转换 。 
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图 I-8 FRERTERUETH SEER 
《a》 EEM, 《b) HERES, EERO BSR, 《e) T+ RES, 
HRS RL, (O) I ee, HOE Sema rt Bi, 
RAREST CEA RE, KBR, PR hee eA 
THARANTERRM He MBB, Tee 11-4 中 重组 中 间 体 的 
ARS HAMAS, 
SE BA Re SSE» KA eT PE AEE 
adize 


上 ， 舍 得 很 泊 ,也 可 能 被 同一 段 异 源 双 和 链 罗 复议 ,以 基因 转换 的 方式 发 生 重 组 。 房 以 , 表现 弄 
上 观察 到 的 基因 内 重组 并 不 必然 伴 哺 着 两 出 基因 的 交互 重组 。 等 位 苛 因 存 寂 差 中 的 隔 点 之 间 
的 距离 与 基因 转换 中 修复 校正 作用 有 一 定 的 关系 : PUREE, EA PPM (coo0nYer- 
sion) RR, RASH MA ARE ee EN ERR RAER 
32 SUE, A A RET AP E o 

回顾 本 节 第 一 部 分 记述 的 Mosolvon-Raddin g 模型 ; 可 知 在 重组 事件 的 起 始 阶段 只 有 一 
DNA 分 子 中 全 有 非 对 称 异 源 双 链 区 ,只 是 到 后 来 由 于 异 构 化 和 分 支 迁 移 才 使 丙 荣 DNAS 
子 上 出 现 对 称 异 源 双 链 区 。 这 一 点 已 由 近来 发 现 的 异 源 双 通 区 上 、 下 游 部 分 基因 转换 频率 和 
比例 的 不 局 诈 得 到 证 实 。 子 襄 菌 中 的 基因 转换 呈现 一 定 的 极 性 (Polarity) , 撕 此 而 提出 的 棚 化 
元 (polaron) 假 说 认为 ,造成 基因 转换 的 重组 事件 优先 在 基 一 基因 一 俐 的 特定 部 位 起 始 , M 
成 的 蜡 源 双 链 进入 该 基因 ,在 其 中 的 不 同 部 位 随 视 终止 。 这样, 越 是 辕 近 优先 起 始点 的 壮 传 禄 
记 , 基 发生 基 因 转 找 的 频率 就 越 高 ; 越 是 远离 该 点 的 标记 ,其 转换 频率 就 越 低 。 这 样 ,就 形成 一 
种 让 起 基点 由 注 向 低 变化 的 梯度 。 近 来 在 类 盘 获 (Ascobolus) 的 53 EAR RREA HR 
率 在 非 对 称 异 源 双 链 区 中 最 高 ,在 对 称 异 源 双 链 区 中 最 惰 , 由 前 者 到 局 者 旦 一 种 递 降 梯度 。 

酶 母 中 的 基因 转 措 也 呈 极 性 现象 ,但 与 类 向 菌 等 不 同 的 是 酵母 的 异 源 双 和 链 区 主要 是 非 对 
称 性 的 ,对 称 性 部 位 只 占 一 小 部 分 。 这 反映 了 梅 母 在 碱 数 分 裂 形 成 重组 中 间 体 过 程 中 倾向 于 在 
一 条 DN 分子 上 形成 较 长 的 非 对 称 异 源 双 链 区 ;而 杰 DNA 分 耶 异 构 化 后 ,分支 迁移 步 观 进 
行 不 久 就 终 此 了 。 

基因 转换 不 仅仅 在 践 数 分 裂 时 非 妖 妹 染 色 予 休 的 等 位 基因 之 间 发 生 ， 还 在 以 下 情况 下 发 
E: CL) 有 有丝分裂 时 奸 妹 染 镁 子 体 等 位 基因 之 间 ，(2) ALARA RR ET E 
的 非 等 位 重复 基因 之 间 ， O 有 丝 分 裂 和 减 数 分 烈 时 间 一 条 染色 子 休 上 非 等 位 午 复 基因 之 
间 。 在 (2) 和 (3) 中 ， 基 因 转 换 的 频率 远 远 高 于 相应 的 交互 重组 频率 ， 正 如 在 第 二 章 中 所 曾 述 
的 ,基因 转换 使 加 一 家 族 的 串联 届 复 基因 拷 内 处 于 不 断 地 相互 “比较 ”之 中 ,在 维持 这 些 重复 单 
位 的 同一 性 方面 起 了 午 娶 作用 。 


四 、 细 菌 转 化 、 按 合 和 转 导 的 秆 组 机 制 


以 上 讨论 的 是 两 个 完整 的 双 混 旋 DNA 分 子 ( 线 状 的 与 环 状 的 ) 之 问 的 重组 。 重 组 也 可 以 
发 生 在 一 个 完整 双 昭 旋 DNA 分 也 和 一 个 DNA 片段 ( 单 链 的 或 双 链 的 ) 之 间 。 例 子 有 细 苗 的 
转化 ,接合 和 转 导 等 。 

1 wie Ehk DNA 片段 进入 受 体 网 胞 和 受 体 染 色 体 发 生 重组 ,肺炎 球 
前 等 许多 细菌 的 转化 PNA 只 有 一 条 链 进 入 受 休 绍 息 , 另 一 条 链 被 分 解 控 。 因此 ,实际 上 重组 发 
生 在 单 链 DNA 片段 和 完整 的 双 链 DNA 之 潭 。 人 在 受 体 细 胸 内 ,刚刚 进入 的 供 体 单 链 DNA 和 
BSB 蛋白 质 结合 而 免 班 校 酸 酶 的 攻击 ， 然后, 供 体 DNA 取代 受 休 染 色 体 上 的 一 段 同 源 序 列 ， 
形成 局 部 措 源 双 链 区 (图 11-9n)。 目 前 流行 的 解 套 这 一 过 程 的 模型 网 图 11-9b。 家 类 似 大 肠 
HY Rod KERMA AP ODT 供 体 单 链 DNA BASE DNA 上 与 其 同 源 的 区 段 ， 取 
RRRA SEMERE. DNA 呼吸 现象 所 提供 的 暂时 性 解 链 可 能 为 这 一 侵入 
过 程 担 供 了 方便 ， 通 过 尚 不 清 想 的 机 制 被 取代 的 受 体 单 链 遭 到 切 制 ， 继 表册 现 分 支 迁 移 使 供 
SBR DNA 取代 区 域 逐 步 扩大 ,同时 外 切 酶 系统 不 断 切 去 供 体 单 链 上 和 受 体 被 取代 单 链 上 的 
RAH. EAU NR Mebane fk DNA 之 间 的 切口 由 DNA ERMER, ERB FER 
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BREK MREP DNA 序列 在 供 体 和 受 体 中 不 完全 一 致 , 销 配 敌 基 对 便 由 此 产生 。 

转化 过 穴 的 晤 后 结局 取决 寺 错 配 短 基 对 的 修复 校正 。 如 采 校 正 时 被 切除 的 是 异 源 双 链 区 
中 原 周 供 体 单 链 的 套 基 , 则 实际 上 汛 重组 发 生 。 如 果 被 切除 的 是 原 属 受 体 DNAR MEE 
发 生 ， 该 细菌 的 后 代 细胞 全 部 丙 现 为 重组 体 。 如 果 无 修复 被 正 作用 发 生 , 则 该 细 胸 经 DNA 复 
制 和 细胞 分 裂 司 产生 的 两 个 细胞 中 ,一 个 具有 受 体 的 此 因 型 , 另 一 个 具有 重组 体 基因 型 。 但 是 
由 于 转化 试验 中 所 采用 的 选择 条 件 一 般 只 多 许 重组 体 细胞 生长 ， 故 在 无 校正 作用 时 产生 的 获 
沙 中 绝 大 多 数 细胞 为 重组 体 。 有 些 遗 传 标记 在 转化 中 或 是 很 少 发 生 校正 作用 ， 或 是 校正 切除 
几乎 总 是 在 受 体 DNA 上 。 因 此 转化 烦 率 较 高 ， 这 类 遗传 标记 中 叫做 高 效率 标记 high- 
etficieney markers) 。 而 男 一 些 遗 传 标记 在 转化 中 的 校正 切除 总 是 俩 向 于 发 生 在 供 体 单 链 
上 ,因而 表 钢 出 很 低 的 转化 频率 。: 这 类 标记 叫做 低 效率 标记 (low-effioieney markers) 。 可 以 
推测 ,一 旦 细 胸 内 的 碱 革 展 配 校正 功能 失 活 , 低 效 率 标记 将 转 变 为 高 效率 标记 。 近 来 巴 分 离 出 
MEMELER SBE D EFIE ETR ER DA EPS PRL Hk RRS 
RN. SRE T ERENER E 

2. 细菌 接合 E LTE 顷 胞 为 供 体 、F"- 绍 下 为 受 体 的 大 肠 守 羡 接合 过 入 中 , 供 休 DNA 以 
党 环 方 式 产生 单 链 DNA 进入 学 体 绸 脑 并 重组 到 受 体 DNA 中 ,接合 时 DNA 重组 前 机 制 美 似 
于 转化 ,但 过 丢 更 为 复杂 。 供 EDNA 单 链 一 般 比 转化 DNA 的 单 链 长 得 多 , 若 全 部 进 入 受 体 
细 胸 ,原则 上 讲 可 以 同时 和 整个 受 体 DNA 配对 并 发 生 重组 ,当然 实际 上 往往 只 有 一 部 分 供 体 
DNA 能 进入 受信 ,而 进入 的 部 分 中 也 只 有 一 部 分 能 被 结合 到 异 源 双 途 中 去 。 大 里 桂 菌 的 接合 
需要 Rood BAMM reB, recC 及 ree 力 基因 的 产物 RecBOD Bis Ke, 


alie 


8.8 ”和 转化 与 接合 不 同 ， 无 论 是 普遍 性 转 导 还 是 特异 转 导 的 过 传 重组 都 在 了 双 链 
DNA 片段 和 完整 DNA 分 子 之 问 发 生 。 转 时 DNA 以 双 链 的 形式 被 注入 受 体 细 菌 ， 然 后 同样 
以 双 链 的 形式 结合 进 受 体 染 色 体 中 ,这 一 过 程 很 可 能 如 同 两 个 完整 DNA 分 子 的 重组 那样 首先 
起 始 于 单 链 侵 入 和 取代 ,然后 两 条 链 都 被 率 扯 进去 。 转 导 也 需要 RecA 和 RecBOD 和 蛋白质。 
目前 对 转 导 中 的 重组 机 制 了 了 解 得 其 少 。 


RAW 间 源 重组 的 酶 学 机 制 一 一 RecA 蛋白 质 和 
RecBCD 蛋白 质 在 同 源 重 组 中 的 作用 


+, RecA SO RERES AERA SAA 


AH RecA 蛋白 质 是 一 个 39KDa 的 单 肽 链 ， 是 同 源 重组 过 程 中 最 重要 的 蛋白 质 ， 
因此 有 人 称 它 为 重组 酶 (recombinase)。 

WER, MAMA RecA 蛋白 质 在 离 体 条 件 下 促进 类 似 于 体内 重组 过 程 的 研究 正在 使 
人 们 对 同 源 遗 传 重组 机 制 的 认识 不 断 深 化 而 进入 分 子 水 平 。 ReoaA 蛋白 质 在 遗传 重组 中 的 作 
用 主要 包括 促进 癌 源 DNA 联 会 和 促进 DNA 分 子 间 的 单 链 交 换 。 

RecA RARE SOS 反应 中 的 关键 调节 疏 自 之 一 ,这 已 在 第 四 章 第 二 节 中 提 到 。Reo 太 蛋 
白质 的 这 一 特点 主要 是 基于 它 在 DNA 损伤 或 复制 受阻 的 情况 下 促进 特异 性 的 蛋白 质 的 分 解 。 
Rod 蛋白 质 还 有 许多 与 重组 有 关 的 活性 ,其 中 主要 包括 。 

1. ža DNA 结合 活性 FETE PH 的 条 件 下 , Rea 能 够 大 量 地 结合 于 单 链 DNA, 而 
且 这 种 结合 呈现 高 度 的 协同 效应 。 在 有 足够 的 RecA 时 ,能 将 单 链 DNA 全 部 占据 ,平均 一 个 
RecA 单 体 能 与 4 RARER (各 种 文献 中 有 的 低 至 3 个 ， 有 的 高 至 6 个 )。 Rod 与 单 链 
DNA 结合 后 , 这 个 复合 物 的 于 径 大 约 为 12 n 芭 ， 其 轮廓 长 度 大 约 为 自由 双 链 DNA 的 长 度 的 
60%, EE ATP 存在 时 , RecA- 单 链 DNA 复合 物 的 长 认可 以 长 达 自 由 双 链 DNA 长 度 的 
150%。 这 样 的 货 合 物 很 可 能 就 是 RecA 所 促进 的 DNA 单 链 交换 过 程 中 的 活 攻 形式 。 

RecA BA iS Het DNA 结合 是 相当 稳定 的 ,其 半 考 期 大 约 为 30 分 名 ,但 这 种 稳定 性 受 
阴离子 的 种 类 和 核 荐 酸 精 因子 的 强烈 影响 。 当 ATP 加 入 到 RecA- 单 链 DNA 复合 物 中 时 ,其 
半 寿 期 缩短 至 3 分 钟 , 当 ADP 加 入 时 ,其 半 寿 期 缩短 得 更 加 厉害 ,大 约 为 0.2 分 钟 ,然而 ADP 
的 大 在 并 不 影响 RecA 蛋白 质 与 单 链 DNA 的 铺 合 价 向 ,只 不 过 是 加 快 结合 与 解 离 的 平衡 。 与 
ATP 相反 , ATPYyB 的 加 入 并 不 能 使 ReoA 从 它 与 单 链 DNA 的 偶合 物 中 解 离 。 这 就 表明 ,在 
体内 , 当 ATP 存在 时 ,促进 了 ReeA 与 单 链 的 结合 ,然后 由 于 Rea 具有 依赖 于 单 链 DN 人 的 
ATPase 活性 ,分 解 了 ATP 而 释放 出 ADP, 又 由 ADP 促进 Recd 脱离 已 经 发 生 链 交换 的 单 
Se DNA, Wy ATP 的 促进 转移 到 其 他 单 链 DNA 上 。 

2. mæ DNA SSG Red 蛋白 质 与 双 链 DNA 的 结合 不 同 于 它 与 间 链 DNA 的 结 
S: (1) 高 度 的 DEL 依赖 性 ， 最 适 PH 为 6.0， 在 DH7.5 时 结合 活性 已 难于 观察 到 ，(3)》 这 
种 结合 只 有 在 ATP 等 核 背 三 构 酸 看 在 时 才 发 生 。 由 于 Reoa 的 结合 ， 双 螺旋 DNA 发 生 解 
链 , 这 样 形成 一 种 较 六 的 棒状 周旋 形 复合 物 ,其 直径 大 约 100£ , 螺 距 亦 为 10A FA Hh ta 
E 18.6 HAE EAA 6.3 个 RecA HP, RecA SW DNA 的 结合 以 及 DNA 的 解 链 ， 
并 不 伴随 车 ATP 的 大 规模 水 解 :而 是 一 个 相当 角 蚀 的 过 程 ， 最 终 导致 村 ReoA 与 单 链 DNA 
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的 结合 状态 。 以 便 进行 和 链 交 换 ; 在 体内 ,很 可 能 RecA 蛋白 质 与 双 螺 旋 DNA 结合 ,全 DNA Be 
近 于 这 种 转变 状态 。 

3. NTP Mt 在 单 链 或 双 链 DNA 77E hf, Reo 息 蛋白质 能 够 水解 ATP(dATP)， 
GTP(dGTP), UTP(4UTP), 水解 CTP(AOTP) AVIS BE, KM TTP 的 活性 更 低 。 与 单 
链 或 双 链 DNA 结合 活性 相 一 致 的 是 ; 单 链 DNA 存在 时 ,可 在 较 宽 的 PE 范围 内 发 挥 NTPase 
fk BH PH 为 8.0 MERE DNA 存在 时 ， 仅 在 极 狭 的 PH 范围 内 (PH 5.5 一 6.5) 具有 
NTPase 活性 ,最 适 DH 为 6.2。 然 而 ,只 有 ATP 的 水 解 才 能 促进 联 会 。 

用 UTP HURREN Redi 分 子 只 有 一 个 核 攻 三 磋 柄 结合 位 点 。 出 与 此 相反 ,RecA 和 分 
TURAH DNA 结合 位 点 ( 见 下 述 ) 。 

4， 人 名 进 互补 单 链 复 性 的 能 力 在 ATE?RS 存在 时 ， 一 个 RecA 分 子 能 够 结合 8 个 单 链 
DNA 的 核 蔡 酸 。 这 就 意味 着 ,RecA HTTRRAWTRERAA TR. KA, RMT 
能 通过 Reca 分 子 相互 连接 (DNA :RecA.DNA)。 这 样 的 模式 可 用 下 述 试验 证 明 ， 当 ReoA 
蛋白 与 $X174 正 链 DNA( 线 形 ) 结 合 以 后 中 加 负 链 DNA (ERB), 另 一 种 是 将 $X174 的 正 链 
(线形 ) 和 负 链 (线形 ) 以 及 Rech 蛋 白质 一 起 混合 。 这 料 ， 坎 种 情况 下 形成 RFII 形 式 所 需 的 时 
间 大 体 相 同 。 当 然 , 还 不 能 排除 另 一 种 可 能 性 即 通过 形成 DNA- RecA-RecA-DNA 而 促进 单 
链 DNA WAHE A RecA 秃子 本 身世 有 相 孔 结合 成 丝 状 复合 物 的 能 力 。 在 复 性 过 程 中 , 碱 
BEAMRERTRP HA RecA 所 促进 的 音 链 DNA 复 性 与 SSB 所 促进 的 复 性 完全 不 
Fj: 

(1) RecA 所 促进 的 单 链 DNA IEEE RecA TERRE THETA, KH 137 RA 
比 30 个 单 链 DNA RER ARASH RecA SAB. SSB 者 与 此 相反 。 

(2) SSB 促进 的 单 链 DNA 复 性 ,可 能 是 防止 链 内 二 级 结交 形成 ;从 而 增加 了 “成 核 "的 机 
会 ,然后 通过 拉 拉 链 作用 实现 复 性 ,分 子 宙 近 仍然 是 其 限制 步 又 ,因此 为 二 级 反应 ( 见 第 一 章 ) 
而 recA 促进 的 单 链 DNA 复 性 为 一 级 反应 , 宕 明 在 复 性 之 前 有 一 个 迅速 的 非 限制 性 的 中 间 复 
合 物 形 成 过 程 。 

(3) RecA 蛋白 质 所 催化 的 复 竹 强烈 地 受到 ATP 的 刺激 ,而 SSB 促 进 的 复 住 不 需要 任何 
BETH. 

上 述 关 于 RecA 看 白 质 的 四 种 性 质 ， 在 体内 出 汇率 于 一 个 更 为 复杂 和 更 为 完整 的 反应 之 
出, 那 就 是 促进 DNA 分 子 的 同 源 联 会 和 DNA 分 寺 之 间 的 单 链 交 换 。 

RecA MARERA DNA 和 双 螺 旋 DNA 之 间 的 同 源 联 会 ， 参 与 联 会 的 可 以 是 单 链 
DNA Writ, Wit DNA 片断 ， 线 状 的 完整 单 ( 双 ) 链 DNA, Spy OM) HE DNA, yet DNA 
上 可 以 带 有 也 可 以 不 带 有 单 链 切 口 或 单 链 末端 (图 11~10)。 但 无 论 赃 种 组 合 ,其 中 的 一 方 必须 
是 单 通 分子 或 带 有 部 分 单 链 区 。 回 源 联 会 的 一 般 途 名 如 图 11-11 所 示 ， 全 过 程 可 以 分 为 三 个 
阶段 , 即 联 会 前 , 联 会 和 链 交 换 。 

1. Rena Asp Red 履 白 质 与 草 能 DNA 区 域 结合 形成 丝 状 复合 物 。RecA 蛋 白 
TRAN TH a Fie DNA 的 长 度 ,二 者 号 化 学 计量 关系 。 当 每 3 一 5 个 核 车 琶 的 单 链 DNA 
对 应 一 个 Red 蛋白 质 分 子 时 , 同 源 联 会 效率 最 高 。 

2， 联 会 阶段 RecaA- 单 链 DNA RAWAM SR DNA 结合 ,形成 RecA- 单 链 DNA- 
NDNA 三 元 复合 物 。 这 种 结合 与 单 . 双 链 DNA 序列 的 同 源 性 无 关 ， 仅 靠 开始 形成 复合 物 
时 的 随机 碰撞 。 单 链 DNA 和 双 链 DNA 之 间 很 难 航 到 同 源 序列 的 正好 对 齐 , 还 需 进 一 步 反 应 
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Wii-le ”Resa 看 自 质 促进 的 各 类 DNA 分 子 之 癌 的 联 会 


才能 做 到 这 一 点 。 一 种 可 能 性 是 及 ecaA- 单 链 DNA SR DNA 之 间 极 其 迅速 地 反复 形成 三 
元 复合 物 ,然后 随即 破坏 , 直至 找到 司 源 序 列 ; HARARE AWA A DNA 和 双 
‘DNA 之 闻 以 某 种 方式 相 弄 运动 ， 宜 至 “寻找 到 ” 同 源 序列 。 目 前 消 不 知 双 链 DNA Eht 
解 链 以 允许 出 源 性 的 测试 的 。 OC A 


3 erama 当 单 链 DNA qe DNA “PF ža Care 
de RecA 23 A ETEMA a, 单 链 
DNA (EAE BASLE DNA IERES MA AE E SS 
sulk, A Bg AMMAR 3 one 


TARRA (single strand uptake) 或 单 键 同 
化 , 客 与 本 章 第 二 节 图 11-3 中 记述 的 步骤 相似 。 


TDEDP ma 
草 链 同化 导致 了 D- 噜 史 的 产生 (图 11-11)。 这 一 
过 程 需要 ATP 的 水 解 。 由 了 RecA 蛋白 质 行使 NU 一 
ATP 酶 活性 ， 水 解 一 分 子 的 ATP 可 以 促进 5 一 1 x 
坟 核 昔 本 的 同化 。 单 链 同 化 所 形成 的 异 源 双 链 区 ds ONA 


匈 网 化 作用 而 逐步 扩大 ， 该 效应 类 似 于 前 面 所 述 。 图 11-11 RecA 强身 质 促进 同 源 配 对 示意 图 
417， 


WA AEB (AA RecA 蛋白 质 的 情况 下 ,D- 噜 哎 的 分 校 迁移 是 双方 向 性 的 ,由 DNAA 呼 吸 作 
用 控制 ,位 移 速 度 极 快 ,可 达 每 秒 80,000bp。 而 由 ReoA 蛋 白质 催化 的 单 链 同化 是 单方 向 性 和 的， 
速度 极 慢 , 每 黎 钟 仅 刀 个 bp。 不 过 单 链 同化 可 以 允许 1% 以 上 的 错 配 压 基 对 出 更, 而 D- 
的 分 枝 迁 殉难 以 越过 一 个 鲁 配 磊 基 对 。 


图 11-18 (a) RecA BA AMCM MBAR DNA 与 音 链 环 状 DNA MERE, (Bb) 和 (co) 说 明了 这 
一 及 应 中 的 方向 性 ， 二 条 等 长 的 粗 线 表示 不 辐 源 的 异种 DNA 序列 ，W C 为 互补 的 单 链 DNA。 


链 交 换 的 单方 向 性 可 以 由 以 下 实验 得 到 证 实 。 AIRE DNA 和 问 源 的 线 状 双 链 
DNA 在 BeoA BA MHL FRA, 双 链 DNA 中 与 环 状 单 能 DNA 互补 的 链 能 够 从 一 端 开始 
与 单 链 环 状 DNA 配对 ,形成 在 性 质 上 和 DOU SEREA (joint molecule), 然后 , 通 
ASAE, FARR RARE, ABUTS ONA 中 和 单 链 环 状 DNA 司 源 的 
单 链 败 个 置换 出 来 ,其 长 度 可 达 数 千 bp( 图 11-12 a)。 人 们 发 现 , 次 在 线 状 到 链 DNA 的 不 局 
一 端 共 价 连接 一 段 与 单 链 环 状 DNA 帘 全 不 同 源 的 异种 双 链 DNA (heterologous DNA), 对 
链 交换 的 效应 袜 然 不 同 , 如 果 蜡 种 DNA 连接 在 双 链 DNA 上 与 单 链 DNA 互 补 的 嘟 条 链 的 5 
端 一 向 ( 图 11-12b) 则 链 交 换 照常 发 生 , 异 源 双 链 一 直 形 成 到 蜡 种 DNA 处 才 信 止 ; 如 果 异 种 
DNA 连接 的 一 端 相 当 于 单 链 DNA 互补 链 之 3 SEE BR BECP 11-126), 这 说 明 单 
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链 同 化 只 能 沿 固 定 方 向 进行 ,这 个 方向 对 双 链 NA 上 上 的 互补 链 来 说 总 3 5 对 入 侵 的 单 链 
(在 这 里 是 单 链 环 状 DNA) 来 说 是 5/->%。 其 他 实验 结果 表明 ,连锁 分 子 形成 起 始 阶 段 无 方向 
性 ,而 单 链 问 化 则 有 有 方向 性 。 

链 交 换 过 程 中 异 源 双 链 的 形成 与 双方 序列 的 同 源 性 有 密切 关系 .%XI74DNA 和 GADNA 
有 70% RWE E RecA 蛋白 质 存 在 时 ， 四 X174 DNA 的 单 链 片 段 不 能 与 非 起 螺旋 揭 G4 
DNA 双 螺 旋 之 间 形 成 了- 叭 唉 ;不 过 如 果 G4 DNA 双 螺 旋 呈 负 超 螺旋 状态 , 则 可 以 形成 D- 
hy PERH bp 长 的 异 源 双 链 区 。 其 中 平均 约 30 多 YARA. MARRI RecA 蛋白 
质 , 旭 即 使 在 G4 DNA 为 负 超 螺旋 的 情况 下 也 无 异 源 双 链 形成 。 这 一 结果 贿 明 了 ecA BAM 
的 存在 可 以 容忍 异 源 双 链 中 较 多 的 错 配 三 大 ,同时 也 表明 双 链 DNA 的 负 超 螺旋 状态 对 异 源 双 
ERE RPM EDA. EL BIR See AY AR AEs RecA 蛋 白质 作为 解 旋 酶 为 X174 和 
G4 DNA 的 链 交 换 提供 了 方便 :但 所 形成 的 异 源 双 链 区 极 不 稳定 ,需要 负 超 辊 旋 通 过 内 部 到 存 
能 最 的 释放 使 之 稳定 。 

如 果 以 序列 辣 源 性 高 达 97% 的 ADNA 和 M13DNA 进行 重组 反应 ，RecA BA MAT EL 
在 双 链 处 在 非 超 饮 旋 的 状态 下 催化 连锁 分 子 的 形成 ， 所 形成 的 异 源 双 链 区 包括 许多 错 配 破 基 
对 ,不 过 , A DNA 和 MI3DNA 的 链 交 换 不 能 进行 彻底 : 异 源 双 人 链 区 的 伸 长 可 以 原 利 通过 所 有 
的 单一 出 现 的 错 配 残 基 对 ,但 不 能 通过 连续 两 个 或 两 个 以 上 的 错 配 碱 基 对 。 

RecA 蛋白 质 促进 含有 众多 错 配 碱 基 对 的 蜡 源 双 链 区 形成 的 能 力 表明 ， 两 段 癌 源 性 不 是 
很 精确 的 DNA 也 可 以 发 生 重组 ,重组 可 能 伴随 富 含 错 本 碱 基 对 的 异 源 双 链 区 的 产生 ,由 此 造 
成 大 量 的 基因 转 痪 事件 ,在 RecA 蛋白 质 及 单 链 DNA 片段 的 大 量 存在 下 , 染色 体 的 许多 区 域 
可 能 出 现 非 同 源 序 询 之 间 的 链 交 换 , 这 可 能 十 808 反应 中 诱 变 作用 的 原因 之 一 。 

这 里 提 一 站 SSB 蛋白 寺 的 作用 ， 它 们 单独 存在 时 不 能 促 迹 DD- 哈 世 的 形成 。 仔 可 以 帮助 
RecA 蛋白 质 促 进 形成 D- 5 SSB RAMEE (MELAMAR DNA 结合) 存 
在 时 , RecA 看 自 质 的 需要 量具 是 原来 的 1 和 %, 而 且 对 ATP 的 消耗 也 大 大 减少 。 但 过 量 SSP 
EEP D-RE RA MEEN. SSB 蛋白 质 对 RecA 蛋 自 质 的 功能 的 促进 作用 可 能 是 
基于 这 责 种 蛋白 质 的 祖 互 作用 ,其 机 制 目 前 尚 不 清楚。 

DNA 旋转 酶 和 DNA 拓扑 异 构 酶 1 对 RocA 蛋白 质 催 化 的 链 交 换 作用 也 十 分 量 要。 离休 
RET, DNA 旋转 酶 的 抑制 剂 能 够 使 重组 频率 降低 70 一 80 免 。 这 些 酶 大 要 与 促进 异 源 双 链 
的 形成 和 解决 重组 时 出 现 的 拓扑 学 问题 育 关 。 


=, RecA MARM Holliday 中 间 体 的 形成 


次 仿生 物 细胞 内 的 遗传 重组 发 生 在 两 茶 线 状 DNA 之 间 ， 细 苦 转 导 利 某 些 叭 菌 体 的 重组 
等 也 发 生 在 两 条 双 链 DNA SM, IA RecA 蛋白 质 离 体 催化 园 源 重组 的 功能 能 否 寞 拟 这 一 
情况 ,形成 如 第 二 节 所 述 的 Holliday Ply We 实验 证 明 , 两 条 网 源 的 线 状 双 链 DNA 分 子 
中 只 要 一 条 含有 一 段 单 链 区 ,就 能 导致 Holliday 中 间 体 的 产生 。 

当 单 链 区 域 出 现在 一 条 线 状 双 和 链 DNA 分 子 的 末端 时 ,在 RecA 的 催化 下 ， 单 镍 区 域 取 代 
另 一 条 分 子 上 的 同 源 链 而 与 互补 链 进 行 碱 基 配 对 ,形成 局 部 异 源 双 链 区 , 使 原来 的 双 链 DN A 
AMER ER ERS. BALMER, SOR PA, RRA 
Se ARS ak PAD PRE TA TAEA a HR AR HERE- 
day 中 加 体 结 构 ( 图 11-43)。 如 第 二 节 所 述 ,Holliday 中 间 体 能 够 经 过 分 池内 异 构 变化 而 形成 


adlge 


Chi 结构 。 这 种 结构 已 通过 电镜 在 RecA 蛋白 质 俊 化 的 线 状 双 链 DNA 之 间 的 离 体 重组 中 发 
更 。 在 图 1I-13b 中 过 去 由 于 枉法 的 不 同 ， 即 将 双 链 中 与 单 链 互 补 的 一 段 拉 过 去 与 单 链 部 分 
形成 配对 ,这 样 就 形成 所 谓 “n9q” 结构 。 


HF Reo AR BM MEE Holliday 中 间 体 中 的 分 枝 迁 移 的 问题 ,现在 仍然 不 请 楚 。 可 能 


3 ceeeeeeer 


Reca 


3 
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E-a 在 体外 试验 中 RecA 蛋 白 贰 促 “ 
进 的 两 条 线 状 双 键 DNA 之 问 的 联 会 和 链 
交换 。 其 中 的 一 条 DNA 在 未 端 有 单 链 区 


RecA 分 子 结 合 于 一 条 双 螺 施 DN A ,使 其 处 于 松 
ARE, 在 其 大 沟 中 暴露 可 以 进行 链 交 换 的 活性 
Abit. SH SUR CA Re 
MS SEMA, FAS) SAS RE BY Fh 
HERAS 11-14a 中 表示 没有 结合 Reo 蛋 
光 质 的 一 条 双 螺 旋 绕 着 有 RecA 蛋白 质 的 一 条 双 
螺旋 旋转 ,产生 链 交 换 和 分 枝 迁 移 。 图 -bk 
ap te Holliday 中 间 体 中 分 技 点 的 一 便 的 两 个 双 
螺旋 DNA 分 子 形成 一 段 四 有 最 嵌 旋 区 域 ， 在 这 一 
区 域 发 生 了 链 交换 活动 。 这 两 个 模型 都 还 缺乏 过 
便 的 实验 证 据 ， 只 是 从 推理 上 来 说 是 行 得 通 的 。 
但 基 不 管 嘟 一 种 模型 ， 都 需要 DNA HRA 
来 解决 链 交 换 和 分 枝 迁 移 过 程 中 所 产生 的 拓扑 学 
HA., SRB, 在 离 体 条 件 下 ， DNA ERREN 
抑制 剂 能 使 DNA 重组 能 力 降 低 7O—80%, 

过 峙 所 提出 的 有 关 遗 传 重 组 和 机制 的 模型 ( 包 
BALE URANO) 主要 是 基 子 遗传 
学 尤其 是 减 数 分 列 时 落 因 转换 的 分 析 。 对 六 肠 杆 
RecA 蛋白 著作 用 的 研究 为 了 解 同 源 重 组 的 一 
EPLIR HEH TARA., BTA EU hi 
HAT BRE Reci Ba RRS A E 
化 。 除 了 已 经 在 许多 细菌 中 发 现 了 RecA BAR 
外 ， 汤 在 还 在 一 些 真 梭 生 物 中 发 现 了 功能 上 与 大 


肠 杆 蔚 的 RecA 十 分 相似 的 屋宇 质 ,使 它们 失 活 的 突变 造成 遗传 重组 的 缺陷 昼 。 其 次, 童 链 DNA 
在 RecA 蛋白 质 离 体 催化 同 源 重组 中 的 突出 作用 验证 了 它 在 细胞 内 遗传 重组 中 的 重要 性 。 此 
Sh, RecA 绰 魏 质 在 单 链 同化 中 具有 单方 向 性 ;这 一 点 可 以 部 分 解释 基因 转换 中 的 极 性 现象。 


三 、RecBCD 在 同济 重组 中 的 作用 和 重组 热点 


RecA FARRER RRAPRERNE ARS —, WATE RAR RS Ae 
PMT RRL RAME PME, ASU DNA 区 域 的 形成 , 连锁 分 子 (HolHday 
中 同体 等 ?的 拆 务 。 细胞 内 ,< 和 传 重 组 的 全 过 程 需要 其 它 基 因 产 物 的 存在 。 根据 对 大肠 杆菌 各 
种 重组 突变 体 的 研究 , 发 现 同 源 重 组 的 实现 除了 这 个 最 重要 的 称 做 重组 酶 (recombinase) 的 
Rood HAZIN RRB reck,recC ,recD rec E reck roe, rocd ,recK ,rech fi recN 的 
产物 。 目 前 ， 只 有 RecA, RecB, RecC, RecD 已 绿 分离 纯化 出 来 。 除 了 RecA 之 外 , 其 余 三 
种 基因 产物 在 同 源 重 组 中 的 作用 也 是 很 重要 的 。 
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图 11-14 RecA RAMEE RRA) LEAR 
(a) SR RUDE BA TEM, (b) URS HAE 

SUGARY reoB,recO F recD 基因 分 别 编码 130K Da,120KDa 和 60 KDa OB KS, = 
考 鬼 成 ~… 个 在 同 源 重组 中 的 功能 单位 一 RecBOD BA. ReoBOD 蛋白 质 是 一 个 多 功能 
的 酶 ;, 它 具有 依赖 于 ATP 的 单 钾 和 双 链 外 切 酶 的 性 质 , 因此 又 丈 为 外 切 核酸 做 Ve 它 利 用 水 
48 ATP PRRD E. NARRE DNA 的 螺旋 酶 活性 。 此 外 ， RecBOD 蛋白 质 还 是 序列 特 
异性 的 单 链 内 切 栈 ( 见 下 述 )。 对 于 RecBOD 酶 中 的 三 秘 亚 基 的 功能 最 近 已 有 初步 了 解 。 其 
中 亚 基 RecD 只 到 1986 年 才 被 发 现 ( 在 此 之 前 ， 人 人们 称 RecBOD 蛋白 质 为 ReeBO BAM) > 
根据 突变 休 的 研究 ,RecB 具有 依赖 于 DNA 的 ATP 隆 活 性 并 具有 螺 施 萌 话 性 (ecg 可 能 会 
加 强 这 种 请 性 ); ReeD HARRAH, 包括 外 切 核 酸 丁 和 特异 的 单 链 内 切 核 酸 酶 活性。 各 
种 亚 基 功能 的 细节 还 有 待 于 各 种 体外 重建 试验 的 研究 。 

RecBOD HGH LB Es BS AEE UAA Ee EB PEA To 
在 离 体 试验 中 , MRED SSB, ReoBOD 能 从 线形 双 链 DNA 未 端 起 始 进攻 ， 解 旋 1000bp 左 
有 ,其 中 -一役 被 切 成 45 再 基 的 穿 核 苷 酸 , 另 一 股 成 为 1000 AREA PHBE. HAE 
SSB 窑 在 时 , 单 链 片断 的 产生 极 大 地 减少 , 外 切 核酸 酶 活性 (包括 线形 单 锋 DNA WP DIATE 
ZA EMR ATP 液 度 (3~5mmol/1) 时 更 是 如 此 。 这 更 符合 体内 情况 (存在 着 大 寺 
的 88B 和 较 高 浓度 的 ATP)。 RecBOD 对 线形 双 链 DNA 的 外 切 活 性 最 高 * 也 能 作用 竹 食 有 5 个 
pee Leek ieee DNA, 但 活性 比 线形 双 链 DNA 作 底 物 时 低 10 倍 。 这 很 可 能 大 
首 尘 内 内 切 核 栈 酶 切断 单 链 司 才 作 为 RecBOD HHR RSIR RecBOD 线 对 于 平头 末端 的 双 
链 DNA 的 曙 旋 酶 活性 最 高 , 当 单 链 末端 长 达 25 BOTY Lat, RecBOD 几乎 不 能 使 之 解 能 。 
BRT ARDENNES}, RecBOD EA RIENE, UAE ERGE 

e421 6 


这 样 , 当 细胞 内 DNA 具有 平头 来 端 时 (这 个 平头 来 端 是 如 条 产生 的 ? 至 今 还 不 清楚 )， 
RecBOD RA SLA. EMA ATPase 活性 水 解 &TP， 从 DNA -ERE DNA 解 开 , 并 
问 另 一 端 移动 。 由 于 家 旋 酶 活性 较 低 : 而 且 解 旋 位 点 和 再 旋 位 点 由 同一 个 酶 复合 体 所 固定 , 轩 
此 形成 上 所谓 免 耳 结构 , THRE hg HY CI 11-15)。 当 BooBOD 所 识别 的 单 链 位 点 
即 所 谓 Ohi 位 点 (5 GOTGGTGG 3 进入 单 链 的 脸 噶 区 域 时 , RecBOD 的 特异 性 单 链 内 切 酶 
活性 就 在 Obi 位 点 的 3 方向 45 个 核 荐 酸 处 将 单 链 切 断 。 这 样 , 当 RecBCD 继续 前 进 时 ， 
其 留 下 一 条 包 食 Ohi 位 点 在 内 的 单 链 居 巴 和 一 段 单 链 缺 口 。 其 结果 旦 RA 和 蛋 自 质 结合 于 这 
个 单 链 尾 巴 , 然 后 与 同 源 序列 进行 链 交 换 。 这 一 过 程 承 杆 图 11-15. 


Chi 


Rec BED 4 & F DNA RH 


Rec BCD # Chi 位 
ASAD M te 


5 端 与 互补 链 退 火 


GROT OH Ee TS Se SII 
DNA ff se k 
图 11-15 RecBOD ASHER DNA RM, TECH 位 点 附近 产生 
Aub DNA， 继 而 由 RecA 眉 白 促进 同 源 重 织 。 

ReoA 蛋 包 质 催 化 的 同 源 重 组 从 麻 则 上 讲 可 以 发 生 在 DNA 的 任何 同 渡 序 克之 问 。 但 是 在 
实际 上 基 些 序列 中 重组 发 生 的 频率 要 远 远 高 于 其 他 序列 。 也 就 是 说 ; DNA 分 也 上 依 有 恒 组 儿 
率 较 多 的 热点 。 目 前 发 现 的 重组 热点 主要 就 是 Chi 位 点 。Chi 位 点 最 初 是 在 突变 的 和 噬菌体 
中 发 现 的 。 

和 噬 获 体 在 裂解 生长 中 的 DNA 复制 有 两 种 方式 ,一 部 是 如 式 复 制 , 在 DNA 复制 的 最 初 
阶段 采用 : 另 一 种 是 淡 环 式 , 罕 复制 后 其 采用。 由 式 复 制 到 羔 环 式 复 制 的 转变 需要 A 噬菌体 
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WE red 和 gam 的 产物 存在 。 gam 基因 产物 的 作用 之 一 基 抽 制 寄主 RecBOD 蛋白 质 的 外 切 
酶 活性 ;没有 gam 基因 产物 ,RecBOD 下 白质 就 会 妨碍 由 8 式 复制 到 滚 环 式 复制 的 转变 。》 友 
Fe PRA Ri BO DNA 多 联 体 , ET HARRERAREN ETA e RANER 
的 单 体 X DIVA 经 过 重组 形成 一 聚 证 , FER SIA) (BILAL 11-5), gom3s 
变 体 中 国 不 能 进行 演 环 式 改制, 多 联 体 的 制造 不 得 不 全 依赖 DNA EAE, MAARRE 
ERRER. AHI red 基因 产物 负责 和 DNA 的 遗传 重组 。red"gam- 双 重 突变 体 不 但 使 DN A 
复制 只 局 限于 采用 PAR, WAAL TEMAS BOWERS, AAKI K pi M 
A DNA 的 正常 遗传 重组 必须 优 赖 寄主 前 ReeA 重组 系统 。 人 们 发 现 , 当 red- gam 噬菌体 双 
重 突变 体 中 出 现 另 外 一 - 些 突变 时 ， 沪 噶 菌 休 的 雁 放 量 和 重组 频率 大 大 增加 。 对 这 些 突变 体 的 
DN A 进行 序列 分 析 , 发 现 它们 都 是 单 磊 基 符 代 的 成 突变 ,使 突变 了 的 ADNA 中 出 现 野生 型 所 
没有 的 8 bp RT. API 5 GOTGGTGG 3/。 这 一 序列 被 人 们 称 为 Chi 序列 。 

大 肠 杆菌 含有 大 约 1000 个 Chi 位 点 ; 亦 即 每 五 个 基因 就 有 一 个 Chi 位 点 ,这 就 给 RecRCD 
酶 提供 了 许 光 作用 位 点 。 然 而 ,这 些 位 点 通常 是 很 难得 到 利用 的 ,因为 大 肠 杆 菌 染 色 体 没有 自 
由 末端 ,在 细菌 接 合 过 程 中 ,Ohi 位 点 可 能 起 重要 作用 ,自由 末端 可 由 砍 性 细菌 产生 , RecBCD 
HLA, BHR Chi 位 点 并 切断 ,然后 由 RecA 蛋 自 质 促进 与 受 体 菌 的 同 源 重组 。 

近来 人 们 发 现 许多 低 等 和 高 等 真 核 生 物 的 DNA 中 都 存在 着 Chi hk, WERE, 
这 些 Chi 位 点 由 很 多 能 够 作为 重组 热点 而 刺激 遗传 重组 的 发 生 。 


四 、 拆 分 Holliday 中 间 体 的 栈 活 性 


同 源 蛋 组 的 最 后 一 步 就 是 Holliday 中 间 体 的 拆 分 。 人 们 根据 RecBCD 的 核酸 酶 性 质 , 推 
üil ReeBCD # Holliday 中 同体 的 拆 分 中 起 重要 作用 ,但 是 目前 还 缺乏 直接 的 证 据 。 最 近 人 们 
发 现 了 4 RAEE 49 BPS a DR 下 能 够 切割 了 olliday 中 间 体 的 类 似 物 一 十 
字形 DNA ( 兄 第 一 章 )。 这 种 酶 能 对 称 地 在 离 士 字形 端点 的 8 方向 2~3 BE a F 
涝 DNA。 在 酵母 的 抽 担 液 由 也 发 现 了 类 似 的 酶 活性 。 


五 、ReeF 途径 


HEE AIT RUE, reeA- STE ARAN PE OM HE RRR 10° fs 当 reo 基因 
iE REM, rocROD- 炎 变 使 重组 频率 降低 10? 倍 ， 这 说 明 及 50BOD HEE Sau ea de ma 
的 主要 途径 。rccd+ reoBOD- 网 胞 中 残存 的 重组 活性 有 许多 基因 控制 ， 其 中 较为 重要 的 有 有 
reek’ reed’, shed, sheB 等 。 正常 细胞 中 rec 途径 药 重 组 效率 非常 你， E reeBCD- she B- 
双重 突变 钵 中 这 一 效率 可 以 大 大 提高。 已 知 s08 ACER MRE TEx], 该 基因 突变 
为 什么 能 提高 RecF 途径 的 重组 效率 ， 至 今 仍 不 很 清 屯 。ree 刀 编码 外 切 核酸 降 更， 能 提高 
Roon 途径 的 重组 效率 ,但 是 roc 基因 活性 又 被 sho4 EARD Ei KEA 
AUR AT Sea ERIS RecBOD WS Ue WR EH Rook 途径 。 两 个 途径 的 关系 
AVG AES HREM Aen, BU JUROR GRIME ie, RIO AES 
2S ei ay a 


a idla 


SW ROBEY AG ALA CREP PEL PRN 
HE MAT 序列 的 转换 


在 第 九 党 由， 我们 曾经 谈 到 过 ,酵母 接合 型 的 转变 大 DNA 序列 的 代 按 ,而 不 是 各 换 。 Rk 
验证 所 是: 如果 在 活 乒 轿子 的 陪 区域 引 入 一 个 突变 标记 ,而 在 接合 再 转 变 之 后 , 这 个 突变 标记 
则 永远 消 兴 。 忆 就 是 说 ,被 代 换 的 序列 的 命运 是 被 降解 搜 。 现 在 已 经 弄 清 ,由 HO 基因 所 编码 
RARE YZ 交界 处 有 一 个 识别 位 所 ,其 序列 为 CAGOTTTOCGCAAOAGTAAN。HO 
PSUR TELA AAPA El Bey TERE A I A A) 起 始 了 MAT 序列 的 
Sten, HOP VIMAR MAT 四 子 上 的 识别 位 点 。 BARLEY 位 
Ris HO 内 切 酶 却 不 起 作用 。 这 仍然 是 由 于 阳 温 蛋白 Sir 的 作用 使 得 沉寂 量子 中 的 这 段 染色 
RERE E. Y/Z 交界 处 (实际 上 是 在 21 区 左边 10bp) ARERR. YARAR 
降解 ( 哪 种 厂 降 解 这 一 区 域 还 不 清楚 ) ,一 直 进 行 型 了 。 和 Ya 都 相同 的 部 分 或 者 一 直到 XX 区 域 ,这 
PE MAT RAHA PRIMERA REE GRET 的 同 源 部 分 并 与 其 中 的 互补 链 配 
A. UGA DNA 为 模板 复制 区域， 形成 Holliday 中 间 体 ， 然 后 通过 拆 分 ， 产 生 新 的 
MAT 原子 和 这 次 转换 事件 中 的 供 体 莫 子 。 这 个 过 程 示 于 图 11-16, 

BENE MATT EFRR BARRETTE. MBARK ANNAE, 同时 
BEERARRAHSM, 如 red 52 基因 产物 ; 另外 需要 位 点 特异 性 前 HO 内 切 酶 。 因 此 这 
一 事件 , 既 具 有 同 源 重组 的 特征 ,又 其 有 位 点 特异 性 重组 的 特征 。 从 址 传 信息 转移 的 角度 来 说 ， 
也 可 以 算 作 转 这 过 程 ; 然 而 这 种 说 法 过 于 举 强 , 它 攀 元 末端 售 转 置 复 ; 又 无 半点 序列 的 偿 生 ,也 
不 形成 转 肉 的 中 间 体 。 总 之 ,酵母 MAT 路子 的 转换 是 一 个 具有 多 方面 特点 的 重组 过 程 。 


第 五 节 位 点 特异 性 重组 :~ 


~, Ama DNA HS Sa 


和 We PAY BAR AA I PP SS » TT AE RE RE, BEAR R E 
ADNA 整合 进 寄主 DNA。 由 海源 状态 进入 裂解 生长 需要 NDNA 从 寄主 DNA 上 切除 下 来 。 
xB, RAM REA DNA A ADNA 上 特定 位 点 之 间 的 重组 而 实现 。 这 些 特定 位 点 
Mie tp (attachment site)。 简 写 为 att。 

AJB DNA 上 的 att fie adie ctB( 又 时 做 aith), 位 于 bio 和 gol 操纵 元 之 间 , BA 
BLO AL ZARIA A ER DNA 上 的 atë 位 点 加 做 eP, h POH P 三 个 序列 组 
分 构成 (图 M-17), ait 和 ateP Hi BL B^ P, Po 序列 大 不 相同 ,而 日 序 列 则 完 金 一 政 , 是 
位 点 特异 性 重组 发 从 的 地 方 。 由 于 线 状 的 XDNA 在 侵入 细胞 后 不 久 就 已 经 首尾 连接 威 环 了 ， 
PLL att AHWR RAS RT ET ADNA 整合 进 寄 主 DNA( 图 革 -17)。 在 整合 状态 下 ， A 
MESS, PARERA alt $e AT PE ME BL BP RY attB 和 attP。 
FARE AAU IE ofl 工 ,由 序列 组 分 BOP’ AR HHS alt, 出 序 列 组 分 POB 组 成 。 有 
时 把 整合 友 应 写成 ， i 
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图 11-16 HEMAT ETHRDNEL Bi MAT LAENEN, REE 
MATY 片 碌 的 降解 。 买 片断 彰 羡 片 阴 的 自由 来 端 侵 和 人 供 体 匣 子 的 癌 源 区域。 
Sida! RMR ARENT AL Holliday HE. REGUS OAR MAT BF 
ROMANE. EEMATESH HM 匣子 处 于 癌 一 条 染色 体 上。 


W DNA: 


REA 
图 11-17 AR DNA 整合 及 切除 示意 图 


这 一 反 席 由》 噬菌体 基因 int 的 产物 整合 本 (integrase 简写 为 Int) 催 化 。Int 只 能 催化 
BOP’ #1 POP! 之 间 的 重组 ,不 能 催化 BOP gn POR! 之 间 的 重组 。 因 此 在 只 有 整合 酶 存在 时 ， 
ESR RIVER BERS, Int 是 一 种 DNA AGH AB at POF PARAM RAH Mn 
EHIZAREN. BARE — Bn OS EF (integartion host 
factor, 简称 IHF) 的 蛋 自 质 ， 该 重 白 质 含有 疯 个 亚 基 ， 均 由 寄主 基因 编 色 ,其 中 的 一 个 是 受 
SOS 反 应 控制 的 基因 himd, IHF 也 与 大 位 点 结合 。 

扫除 反应 发 生 在 原 巍 菌 体 两 端的 ale (BOP) 和 al 下 (POB7) 之 间 ， 由 此 产生 ) 只 和 菌 体 环 
RDNA MARDNA, BAA EBEN et 位 点 恢复 为 diiP (POP), ME DNA 的 < 位 
ASL BOB’, HRN R: f 

tat Xis 


7 A r 7 
BOP’ + POB Tapa BOB + POP. 


EREE aE Egk 
俱 化 这 一 反应 的 蛋白 质 因子 除了 Int 和 THF 之 外 ;还 需要 一 种 齐 做 切除 酶 (excisionase » 
简称 Xis) 的 蛋 自 质 , 由 噬菌体 的 eis EMR, Xis 与 Int HARRESE BRAKA 
有 与 BOP' 和 POB’ 结 台 的 能 力 , 促使 二 者 之 间 的 根 豆 作用 利 重 组 , Xis-Int BARKA RHEE 
BOB? 和 POP' 之 间 的 重组 。 故 在 Xis 火 量 存在 时 , 切除 作用 是 不 可 逆 的 。 此 外 ,寄主 些 因 编 
码 的 另 一 个 蛋白 质 道 转 刺 激 因子 FIS (factor of inversion stimulation Ah SH > BUR 
ARMOUR 
A MERE RA gE Pee, ADNA 侵入 细胞 后 , BOR BER 


O tan 


AT Iut 蛋白 质 的 合成 。int EA oT 基因 (编码 A RR) 的 调控 是 一 化 的 。 
4OT SARARHEN, BUDE REM TAFE A 阻 过 蛋白 的 产生 + 同时 与 4 基因 
的 启动 子 卫 结合， 促进 RNA RAMA E BARRE Int 蛋白 质 (图 11-18)。 Pi 位 于 
cis WA, Cl BARS PSS, ioi 基因 失 活 ， 这 保证 了 在 溶 源 化 过 程 中 Int EAM 
起 作用 时 没有 Xis 蛋白 质 存 在 。 否 入 ,刚刚 整合 的 和 DNA 会 马上 被 切除 下 来 。 原 噬菌体 的 
切除 需要 wis 和 int 基因 同时 转录 产生 Kis 和 Int 蛋白 质 。 当 寄主 细胞 内 出 现 8O8 反应 时 ， 
RecA BAR ew T A ERE ARKA JE Or 和 On 从 阻 过 状态 解放 出 来 。 由 Pr 处 发 动 的 转 
REE vis 和 int 基因 表达 产生 Xis 和 Int, FAKE, RAVE A 噬菌体 的 返回 调 控 机 
制 ( 见 第 八 章 第 七 节 ) 为 什么 又 不 起 作用 了 呢 ? 原来 , 入 曦 菌 体 在 整合 之 后 ， 其 si5 位 点 与 整合 
酶 基因 之 闻 相 距 1.2 x 10° 碱 基 对 了 了。 这 样 ， stb 位 点 就 不 可 能 帅 现 在 在 向 转录 物 中 ， 也 就 不 
存在 返回 调控 这 回 事 了 。 
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上 面谈 到 , ADNA 的 整合 是 一 种 位 点 特异 性 重组 过 程 。 重 组 发 生 在 作为 iB 和 attP & 
自 核心 的 驴 序 列 中 , 因此 口 序列 又 四散 核心 序列 (ceoze sequence), Hate RIZE atiB $ atiP 
D2 a EAGER tL Fi ath 中 均 完 全 一 致 。 它 全 长 15bp, 富 含 ATRA, ARH 
对 称 性 (图 11-19), 

和 的 整合 涉及 到 ott 和 att? 的 核心 岸 列 中 链 的 断裂 与 复合 (图 11-19), ERA 
MLB ER RBS PA AY S 单 链 末端 ,类 似 于 某 些 限制 性 内 切 酶 形成 的 粘性 末端 。 这 种 
参差 断 弄 形 成 了 5/-OH 和 3/-P 了 的 切口 。57 端 单 链 区 全 长 7 PRE. 同位 素 标记 试验 证 明 ， 
两 个 核心 序列 中 参差 断裂 完全 相同 ,复合 过 程 不 需要 任何 新 的 DNA 合成 。 

ottB 和 attP 核 必 序列 两 侧 B、B'、P 了 和 和 PP’ 序列 的 界限 可 以 通过 在 这 些 序列 中 制造 位 置 
不 同 及 长 短 不 同 的 缺失 并 分 析 它 从 对 重组 的 影响 而 上 鉴定。 结果 雪 明 , attP 中 了 序列 的 上 限 为 
一 152( 以 槟 心 序列 的 中 心 礁 落 为 零 位 ); P 序列 的 下 限 为 #825 整个 ffP 共 长 335bp。 ottB 则 

_ 短 得 多 ,只 有 33bp K, 其 上 , TRANS 一 11~+11, PREN BMR 实际 上 只 分 别 包括 
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gegeTrtrrra TACTAA au 
o CGAAAAAATATGATT 


图 11-19 atfB 和 aitP 中 相同 核心 序列 在 整合 过 程 中 的 参差 断层 用 复合 ， 由 此 形成 at 上 和 attR 
核心 序列 上 、 下 游 各 4+ bp, ott Matt 前 不 同 长 度 表明 它们 在 重组 中 有 兰 不 同 的 功能 。 

离 体 条 件 下 ,Int 和 THF 可 以 催化 XDNA 和 寄主 DNA 的 位 点 特异 性 重组 。 当 采用 趣 电 
We DNA 分 于 作为 反应 底 物 时 , 儿 乎 所 有 的 超 螺 旋 都 依然 保留 在 生成 的 整合 产物 中 ， 说 明 整个 
反应 中 没有 可 以 自由 旋转 的 游离 末端 出 现 , 崭 列 -复合 的 机 制 可 能 类 似 于 DNA 拓扑 蛋 构 酶 I 
催化 的 反应 机 制 ,不 同 之 处 仅仅 在 于 位 点 特异 性 重组 中 复合 发 生 在 两 条 不 辣 的 DNA AF EH 
斯 口 之 间 。Int 具有 拓扑 蜡 构 酶 I 活性 , 它 可 能 直接 参与 了 断裂 -复合 肥 应 。 

| ， 离 体 条件 下 ， 和 鲜 生 成 一 个 重组 

加 oP DN 分 子 需 要 大 约 20~40 分 子 的 
0 Bo Tat SABA 7o 分 了 的 1HE, 
a SUI NASASSA 这 种 化 学 剂量 关系 说 明 Tnt 和 TI 
蛋白 质 的 主要 功能 是 结构 扩 的 而 不 
呈 似 化 姓 的。 实验 表明 ， 这 两 种 蛋 
白质 与 att 位 点 的 特异 性 序列 结合 。 
图 11-20 所 示 为 attP 中 的 各 结合 点 ， 
Hp Int 蛋白 质 的 结合 点 有 4 个 ， 
即 包 括 核 心 序列 在 内 的 一 段 30bp 序 
F, P 中 的 一 段 30bp 序 列 ,P 中 的 
两 个 15bp 序列 。 结合 点 的 不 同 长 
度 很 可 能 反映 了 参与 结合 的 Int Æ 


paGiTTITTTATACTAAg 
EGhAAAAATATEATT 


图 11-20 att? 位 点 上 int 和 HP 的 结合 位 点 以 及 白质 单 体 的 不 同 数 自 ,ottP 中 TIF 
Int 在 述 心 序列 处 的 识别 位 点 和 切 点 的 结合 点 有 3 个 ， 每 个 约 长 20bp。 


THF 的 结合 点 和 Int 的 铺 合 点 彼此 划 得 很 近 , 它 们 加 在 一 馆 古 据 了 oftP 区 域 的 大 部 分 。 attB 
位 点 中 只 有 一 个 int 缚 合 位 点 ,长 约 15bp, 位 于 核心 序列 中 。 在 atP (也 可 能 在 stB 中 ) 的 楼 
心 序列 处 ，Int 的 识别 位 点 相对 于 补 心 序列 中 心 点 来 说 是 不 对 称 的 , 略 偏向 右边 , 这 使 断裂 切 
点 的 中 心 依 商 于 右边 1bp (图 11-20)。Int 和 IEF 与 庆生 序列 中 特异 性 位 点 结合 的 功能 
MARE. 
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BA 细菌 中 的 窟 座 成 分 ““* 


一 、 转 座 成 分 概述 

50 年 代 初 湖 ， McClintock 通过 对 玉米 让 和 传 现 银 的 组 做 研 究 , 首 完 发 现 了 能 六 基 因 组 内 不 
RSA SRA A (controlling elements) 。 随 后 ,可 转移 遗传 成 分 在 茶 器 中 发 现 ,不 过 ， 
出 于 人 们 的 认识 和 分 析 技 术 的 局 限 性 ,这些 发 现在 当时 未 引起 足够 的 重视 ，( 从 MeOlintook 
1951 年 发 表 她 的 发 现 到 1983 年 获得 诺 贝尔 奖金 , 相 轩 达 32 年 之 久 )。 到 60 年 代 后 期 和 人们 认 
PAATE ep HE se EE EK EA TRB Ee OT ERE RTT 
HET BE. PAPI SORES CEA ARR EO TRE Ee 
组 成 ;转移 机 制 ,在 基因 交流 和 进化 中 的 意义 有 了 初步 的 认识 。 这 些 可 转 殉 成 分 现在 一 般 册 做 
转 座 单元 ,简称 转 环 元 (transposons) ,也 呀 做 转 座 于 。 转 唐 元 的 转移 过 程 叫 转 座 (transposi~ 
妇 0n)。 本 节 将 介绍 细菌 中 的 转 座 元 。 真 梭 生物 中 的 转 座 元 及 与 转 座 作 用 训 关 的 一 些 遗 传 学 现 
ee BAS BY PBR 

REE RAE R-II. ARAB RCH Als ST 
DR GEAR ARADO ECE) EGR A. EE 
用 并 不 是 转 座 元 由 基 内 组 的 一 处 转移 到 另 一 处 的 简单 过 程 。 

级 葡 中 所 有 的 转 座 元 都 排 带 有 其 转 座 所 必需 的 基因 。 某 坚 “ 宥 主 ” 功能 如 DNA RAM 
DNA 旋转 酶 等 也 是 转 座 扩 需 寞 的。 和 前 痪 介绍 的 同 源 重 组 和 位 点 特异 性 重 纪 不 同 , 转 座 作 用 
未 依赖 转 座 元 和 靶 点 之 间 久 及 供 点 和 层 点 之 间 尾 何 的 序列 同 源 性 。 

转 座 元 播 入 后 , 使 和 点 处 的 基因 失 活 。 而 且 , 转 座 元 的 存在 及 复制 苇 座 加 重 了 细胞 的 生理 
负 抽 ,因此 具有 一 定 的 选择 负 势 。 但 另 一 方面 , 转 座 元 也 其 有 十 分 重要 的 进化 总 义 。 首 先 , 转 
座 作 用 可 以 造成 家 接 的 或 间接 的 基因 入 排 。 直 接 效 应 包括 转 座 绰 起 的 复制 元 澡 合 ,基因 缺失 ， 
AERA: 间接 效应 指 插 入 在 不 同 架 色 体 上 或 同一 染色 体 不 同位 置 上 的 同一 种 转 永 元 可 作 
WHS ARERR RRA R HE, MPSA AR ER Git. His HEE 
Fy CHB REA) ER ARH AYA Dm TEETE KIHET Et 
转 座 作 用 逐步 积累 在 一 起 的 结果 ， 某 些 质粒 如 大 肠 杆 草 的 卫 因 子 在 细菌 染色 体 上 的 整合 常常 
是 通过 质粒 上 的 转 座 元 和 染色 体 上 相同 的 转 座 元 之 冯 的 相 扎 重组 宙 实 现 的 。 第 三 ， 在 有 些 情 
说 下 , 细胞 菇 因 组 或 蜂 菌 体 基因 组 能 够 “ 捕 扎 ”一 些 转 座 元 ,使 之 变 成 基因 组 中 的 一 个 组 分 , 负 
南 具有 某 种 调节 功能 的 特异 性 转 座 作用 。 这 方面 的 例子 有 限 沙 门 氏 菌 鞭毛 相 变 中 的 995bp 可 
俩 位 民 域 和 大 肠 杆 谓 噬 菌 体 Mu 中 的 如 片段 。 

就 转 座 元 本 身 而 言 ,它们 的 可 转移 址 为 自然 选择 提供 了 光 数 目标 。 有 的 党 见 认为 ; 茶 些 转 
诬 元 是 自私 的 DNA (selfish DNA)， 其 功能 只 是 为 了 自身 的 扩 增 、 沉 衍 。 这 些 转 座 元 局 基因 
组 的 关系 兆 如 寄生 物 与 寄主 的 关系 ， 它 们 的 在 在 数目 和 密度 反映 了 其 济 在 的 巨大 扩散 能 力 和 
因此 给 细胞 带 来 的 危害 之 间 的 平衡 。 

细菌 中 的 转 座 元 最 初 由 它们 对 某 些 基因 的 插入 失 活 效应 而 发 现 , 插 入 或 是 妨碍 了 转录 , 葡 
下 妨碍 了 中 译 ;而 且 撒 入 往往 表现 出 极 性 效应 : 转 座 元 在 操纵 元 上 游 基因 的 擂 入 影 响 到 下 游 基 
国 的 示 达 。 极 性 效应 的 原因 之 一 是 转 座 元 序列 中 有 疼 止 子 信号 ,它们 的 揪 入 会 造成 MRNA RE 
水 的 终 小 。 另 一 个 原因 是 转 座 元 序列 中 食 有 无 义 密码 予 ， 造 成 翻译 的 终止 ， 由 此 影响 到 后 续 
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基 贤 前 翻译 。 由 子 转 座 元 有 由 已 的 基因 及 其 调控 信号 ， 它 们 的 插入 在 一 些 情况 下 能 够 改变 靶 
点 下 游 基因 的 玫 达 状况 , 忌 沙 门 氏 获 格 手相 变 中 基因 囊 达 的 转变 就 是 一 例 。 

绝 大 多 数 转 座 元 都 可 以 秆 染色 体 的 任何 柚 基 序列 内 捅 入 。 但 其 中 有 些 径 度 不 同 寻 倾向 于 
在 某 些 特定 的 靶 点 序列 播 入， 这 种 情况 类 似 于 重组 热点 。 有 的 转 座 元 俩 向 于 优先 插入 染色 体 
土 的 某 些 较 大 区 段 内 ， 这 些 区 段 可 长 达 Kb 左右 , 而 在 这 些 诡 段 内 搬入 则 是 完全 随机 的 。 这 
种 对 插入 对 点 的 选择 方式 叫做 * 区 域 性 优先 ”(regional preference) 方 式 。 造 成 区 域 性 优先 选 
择 方 式 的 原因 尚 不 清楚 ,不 过 有 一 点 可 以 肯定 , PERERA DNA 的 碱 大 序列 , 而 是 取决 
王 其 它 因 素 如 DNA HERRERAN DNA- 蛋白 质 的 结合 状态 等 。 一 个 转 座 元 在 某 一 其 点 上 
的 措 入 常用 双 骨 号 表示 。 如 gall: Tni BERET Ind 在 gol? 基因 中 的 插入。 

转 谈 作用 的 频率 和 自发 突变 频率 相似， 介 于 每 世代 每 细胞 10 ~ 10-7 之 间 。 转 座 元 的 切 
BRIA RIBS, 介 于 每 世代 每 细胞 10 一 10-20 之 间 。 

细菌 中 的 转 座 成 分 依 组 成 结构 可 以 分 为 以 下 几 类 ， 捅 入 序列 (insertion sequences), H 
合 转 座 元 (composite transposons) yxTnA 转 座 元 家 族 (TnA family) 和 可 转移 噬菌体 (tran- 
aposable phages)。 其 中 以 搬入 序列 最 为 简单 ， 故 本 节 将 首先 介绍 ,然后 介绍 其 它 类 型 。 
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插入 序列 软 它 们 的 插入 使 才 点 处 基因 类 活 而 被 发 现 。 插 入 序列 有 许多 种 。 每 一 种 的 命名 
以 缩写 字母 全 开 头 ， 后 圳 不同 数字 。 捅 入 序列 是 网 菌 染色体、 质粒 和 某 些 足 菌 体 的 正常 组 
分 ， 例 如 大 肠 李 菌 某 一 标准 菌株 中 含有 8 个 拷贝 的 TS81, 各 5 个 拷贝 的 182 和 S83 等 ， 大 上 肠 杆 
菌 质 粒 卫 因 学 含有 一 个 拷贝 的 TIS2 及 2 个 持 贝 的 193 等 。P1 eA RA A IS1, HEM 
含有 某 些 盾 入 序列 。 
Mi-2 绍 将 中 一 些 常见 的 19 及 类 1s 


长 E 末端 制 转 重复 | BAM | 编码 蛋白 质 的 euss 
(bp) (bp) (bp) 可 能 数目 
I8 
ISt 768 23 9 2 区 域 优先 
182 122r 41 5 AO 点 
IS3 1428 18 uR 2 热 ”点 
184 119$ | 18 4 4 热 点 
418 
IER 1329 22 9 3 A A 
IBR 1531 9 3 热点 
TS908 1057 18 -9 2 不 F 
和 
宪 11-2 上 半 部 分 为 细 刻 中 一 些 常见 的 插入 序列 的 组 成 特点 ,每 种 插入 序列 部 在 两 端 合 
短 的 末端 倒转 重复 (inverted terminal repeats) ， 其 长 度 大 多 介 于 15~25bp 之 癌 。 就 一 种 
ISH: Bt ROA ER OWES RMX, 但 通常 不 完全 一 缀 。 


B+ HT ORAS ID REN, 基因 组 DNA 上 新 的 靶 点 序列 出 现 倍 生 , 使 播 入 序 
adal., 


列 的 两 全 各 有 一 其 相同 的 半点 岸 列 。 它 通常 很 短 , 大 多 数 介 了 5~9bP 长 , 两 个 重复 单位 方向 

相同 , BUPA if ESE direct repea 地 )。 图 11-21 为 茶 一 假设 的 插入 序列 的 求 端 倒 转 重 复 以 及 息 

点 序列 同 向 重复 的 模式 图 。 换 点 序列 本 来 合 有 一 个 找 由 的 信人 9 全 序 浏 。 转 座 发 生 后 , 这 个 

序列 出 现 售 生 , 使 转 计 子 的 左右 两 侧 各 存在 一 个 拷贝 。 如 果 在 染色 体 上 某 一 DNA 区 段 中 发 现 

有 如 图 11-21 的 序列 组 成 ， 即 一 段 序列 的 两 端 互 为 倒转 重复 。 其 外 合 各 自 紧 连 着 一 段 短 些 的 
RARI 


ATGCA 
~~————- TACGT 


Ren pea 


一 一 ATGCA 1 2 3 4 5 6 XXXXXXXXXXXX 6'5'°4°3'2*1 ATCCA— 
一 T4CGT 1 2 3 4456 XXXXXXXXXXXX 6 5 4 3 2 1 TACGT 一 
Fe 
HER 
图 11-33 RASC SR ROE REE AU LSE EB SR 
TD SSL Py MS AL A A E. HFRS RT TR E HG SP E 
重复 序列 各 不 相同 , 但 序列 的 长 度 是 一 定 的 。 与 此 相反 ,同一 种 转 座 元 不 同 拷贝 的 末端 倒转 重 
复 序列 总 是 一 祥 的 。 末 端 倒转 重复 非常 重要 ， 其 中 许多 突变 都 会 妨碍 该 转 座 元 的 转 座 作用 。 

这 些 末 端 突变 的 作用 是 硕 式 的 。 

揪 入 序列 只 含有 少数 与 自身 的 转 座 有 关 的 基因 。 曲 短 的 TB1 含有 两 个 方向 相同 的 开放 阅 
读 框 ,编码 TnsA 和 TnsB 两 个 多 肽 链 。 其 余 的 揪 入 序列 如 IS2 M IS 等 含有 单一 的 开放 阅读 
框 ， 自 一 端的 来 端 倒转 重复 单位 内 侧 始 ， 至 另 一 端的 来 端 倒转 重复 单位 止 。 这 个 长 的 单一 开 
放 阅 读 程 的 蛋白 质 产物 已 在 有 些 插入 序列 中 分 离 到 ,它们 具有 转 府 酶 (transposase》 活 性 。 
除 此 之 外 ，JS2 和 TS4 等 还 在 反 义 链 上 上 含有 一 个 或 几 个 总 码 区 。 AMMO ABR 
转录 翻译 产生 蛋白 质 产 物 。 玫 11-2 中 “编码 蛋白 质 的 可 能 数目 ” 一 栏 包括 了 上 反 义 链 上 的 这 些 
编码 区 。 


=. KERET 


复合 转 座 元 是 较 复 杂 的 一 类 转 座 成 分 。 艇 了 与 髓 身 转 谴 有 关 的 基因 外 ， 它 们 还 含有 其 它 
基因 如 抗 药性 基因 等 。 这 些 转 座 元 的 命名 地 Tn 起 头 ,后 面 加 上 数字 表示 不 同 的 转 座 元 。 除 了 
Less, oA 类 型 的 转 座 元 也 含有 其 它 基 因 , 其 命名 法 也 是 以 Tn Ek, 后 加 数字 # 不 
过 TnA 类 转 座 元 基本 结构 不 同 于 复合 转 座 元 ,这 将 在 本 节 *“ 六 "中 论述 。 

复合 转 座 元 含有 一 个 中 心 序列 和 位 于 其 两 仿 的 辟 tarm)。 中 心 序列 含有 抗 药性 基因 等 遗 
传 信息 。 左 , 右 商 个 臂 在 序列 上 粗 似 ,因此 有 时 又 叫 长 末端 重复 (lengthy terminal repeats), 
细 苏 中 ; 狭义 上 的 转 座 元 只 包括 具有 上 述 结构 的 复合 转 座 元 。 
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有 些 复合 转 座 元 商 条 璧 为 相同 的 插入 序列 ,例如 n9 的 壁 就 是 两 个 序列 方向 相同 的 ISI 
{图 11-22a)。 不 过 辟 的 方 商 只 在 少数 情况 下 神 同 ， 在 大 包 数 场合 下 ， 壁 的 方向 是 相反 的 , BH 
现 为 倒转 重复 。 如 Tn1681 的 臂 就 是 方向 相反 的 IST (图 11-32b) 。 但 是 由 于 每 一 个 搬入 序列 
都 有 自己 的 末端 倒转 重复 ,所 以 无 论 辟 的 方向 基 相 间 还 是 相反 ,两边 站 中 最 外 例 序 列 总 是 表现 
为 末端 倒转 重复 。 


TC mts 4 组 件 


(Si RRR AEH 


pooo EmisLaAp ~] 
fee, premid aana, 


-O ee KKK 


ISt ; 181 


S41 未 编 度 向 重复 
11-22 AERAJ Tn9(4) 和 Tn1681(4b) 的 组 成 


有 些 复合 转 座 元 的 辟 在 结构 上 十 分 类 似 于 目前 已 发 现 的 插入 序列 ， 即 中 间 为 一 个 单 一 的 
RARE, 两 侗 准 较 短 的 来 端 倒 转 重 复 序列 。 不 过 由 于 至 今 沿 来 在 酝 何 站 因 组 中 发 现 它们 
的 单独 存在 ， 所 以 称 它 们 为 类 播 入 序列 。 其 命名 方法 同 插入 序列 ， 也 以 IS 起 头 ,后 面 的 数字 
通常 与 它们 所 存在 的 转 座 元 的 Tn 数字 有 关 。 表 11-2 下 闪 部 分 为 一 些 类 插入 序列 的 特性 ,可 
以 看 出 ,它们 与 表 的 上 半 部 分 列 出 的 插入 序列 的 各 种 特性 非常 相似 。 在 复合 转 座 元 中 , 商 侧 类 
播 入 序列 的 方向 也 有 相同 的 和 相反 的 两 种 ， 使 整个 复合 转 座 元 的 最 外 侧 也 总 是 表现 为 来 端 何 
HER. 

ZSRECHR-ARAET ERMA RS, ABR ENEE EAA 
播 入 序列 。 轴 此 这 些 辟 常常 被 称 为 TS 或 类 区 组 件 (modules)。 玫 11-3 列 出 了 某 些 复 合 转 座 元 组 
件 的 特点。 有 些 复合 转 座 元 的 两 个 组 件 完全 相同 ,如 Tod, Tn903 和 Tn1681。 有 的 两 个 组 件 
ABA, St Talo 的 左 \ 右 组 件 38100 和 IS10R 之 间 有 2.5% 的 碱 基 序列 差异 ; 不 过 ISIOL 
PISUR 的 末端 倒转 重复 序列 是 完全 相同 的 。 虽然 尚未 在 各 类 基因 组 中 发 现 类 IS 组 件 的 独 
立 存在 , 但 其 中 一 些 在 实验 条 件 下 能 够 使 自身 硅 座 , 如 ISIOR 和 TS50R 就 具有 此 能 力 。 一 般 
来 说 , 当 一 个 复合 转 座 元 的 两 鲁 组 件 不 同时 ,该 转 座 元 的 转 座 作 用 主要 依靠 其 中 一 个 组 件 的 荔 
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REC Tn 10 中 的 1810B Al Pad 中 的 IS50R)， 当 两 铀 组 信守 人 金 相同 时 ,其 中 任何 一 个 和 都 能 行 
使 使 该 复合 转 座 元 转 座 的 功能 。 
HS 一 些 锅 合 转 认 元 的 基本 特 外 


一 一 一 一 一 一 一 1 -一 -一 一 一 一 一 一 
BB EE (bp) He m e ' eg | AA 组 件 间 关系 | 组 体 功 能 
| 一 ~ -一 -一 - -- 一 - 
i TSt0R ZERE 
Tald 9300 tol | rior | EE 25% ER DERS 
85 完整 功能 
mas | BD Tana | or OAE tbp ae ， a 
Taya 3100 kant | 23 1 aR | AR | 两 首部 有 功能 
Trg 2530 sank | rst io i | A A a | AeA 
Taot681 2088 -entz j La fel Ht | 4 ! ARR 


”复合 转 座 元 的 组 件 是 如 何 起 源 的 呢 ? 比较 流行 的 看 法 认为 ， 某 个 揪 入 序列 转 座 时 揪 入 离 
给 点 不 远 的 受 点 〈 胃 点 )。 给 点 插入 序列 和 亚 点 插入 序列 之 闻 的 DNA EAS FTG 
叫 欧 中 心 区 域 ,而 搬入 序列 本 身 则 相当 于 两 端的 组 伴 。 沂 始 时 两 个 组 尾 完 全 相同 ,在 以 后 的 进 
化 中 它们 或 是 仍 然 保持 相同 ， 或 是 因为 突变 的 积 果 而 出 现 歧 化 。 由 于 一 个 组 件 就 尼 以 合 整 个 
党 合 转 座 元 发 生 转 座 作 用 。 因 此 在 分 子 水 平 上 不 存在 使 两 个 组 件 保持 一 致 的 选择 压力 ， 另 一 
个 组 件 会 以 很 决 的 速度 积累 变异 。 
， 两 个 靠 得 不 太 远 的 搬入 序列 能 够 使 它们 之 问 的 任何 序列 以 及 它们 自 委 发 生 转 座 , 图 11-23 
是 对 这 种 情况 的 说 明 。 如 果 Tn10( 擒 带 抗 四 环 素 基因 te 全 ) 处 在 一 个 不 大 的 环 状 质粒 巾 , 则 下 
可 以 把 它 的 两 个 组 件 看 作 是 TO 本 身 的 组 件 , 又 可 以 把 它们 看 作 是 环 状 DNA 除了 Tn10 之 
外 绝 其 余部 分 的 两 端 组 停 。 由 这 再 个 组 伞 起 的 转 座 作 用 或 是 包括 Tn 10 原来 的 中 心迹 域 , 或 
是 以 环 状 DNA 中 Tolo 成 外 的 序列 作为 中 心 区 域 。 在 这 两 个 转 座 事 件 中 向 个 组 件 的 方向 总 
是 反 的 ,但 相对 于 中 心 序列 而 言 相 反 的 形式 又 不 相同。 这 说 明 TSIOR 无 论 采取 何 种 方向 都 只 有 
活跃 的 转 座 功 能 。 在 本 例 中 以 Tan 0 以 外 的 序列 作为 中 心 区 域 的 转 座 频 率 与 该 区 域 长 度 成 负 
相关 ,序列 越 长 ( 即 两 个 组 件 之 向 的 距离 越 长 ) RRE, 


tet" 


w0 
门 11-23 MARATEA E ENZ E EI E TEP 
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四 、Tn10 和 Tos 的 末端 组 件 与 苇 康 的 调节 

上 面谈 到 某 些 复合 转 座 元 的 责 个 组 件 不 全 相同 。 基 中 具有 一 个 行使 功能 ， 这 些 转 座 苑 中 
研究 得 最 多 的 是 了 Tn10 和 Tan5， 以 下 将 分 别 讨 论 。 

1，Tnl10 Tn10 两 端的 末端 倒转 重复 家 22bp 长 。 但 只 有 最 靠 外 伍 的 13bp 是 转 座 作用 
记 必 备 的 ,改变 这 自序 询 的 突变 使 转 座 作 用 南 失 。 这 些 突变 的 效应 表现 为 顺 式 ,与 它 并 存 于 同 
一 细 哆 中 前 里 生殖 末端 组 件 不 能 恢复 突变 体 的 转产 能 力 。 


z 对 大 量 Tn10 两 向 芭 点 阿 向 重 仆 序 列 的 分 析 表 明 ,Tn10 的 转 座 作用 表现 为 一 定 的 热点 效 


KL EEE gbp AIRE ALD NECTNAGGN 。 一 个 各 点 越 是 接近 这 一 序列 ， 它 的 转 座 


热点 效应 就 越 强 。 

Tn10 的 ISLOR 组 件 提供 了 该 复合 转 座 元 的 绝 类 部 分 转 座 活 狂 -ITS10R KREN RIJE 
ISIOL DF RHEE AE ISIOR 的 1~10%, ISIOR 的 结构 如 图 11-24。 它 拥有 一 个 编码 
TRK Da 蛋白 质 的 必需 基因 ， 反 义 链 上 还 有 一 个 重 秋 的 阅读 框架 ,其 功能 尚 不 清楚 。 上 述 必 需 
蛋白 质 水 平 可 以 被 一 些 启 谓 “ 跃 高 > (high-hoppey) 突 变 所 卉 进 , 转 座 频率 辣 时 提高 。 因 此 该 蛋 
白质 的 含量 可 能 是 限制 转 座 频 这 的 主要 因素 。 卫 蛋白 质 因 突 变 而 失 活 后 ， 转 座 作用 也 跟着 喜 
失 。 这 种 续 陷 可 以 反 式 池 被 细胞 内 并 存 的 另 一 个 野生 型 Tn16 互补 校正 :但 校正 语 , 转 座 频 率 
远 不 如 野生 型 Tn10 的 高 。 这 就 说 明 此 和 绰 自 质 有 一 定 的 “ 顺 式 ” 效 应 ， 它 优先 发 起 自己 的 模板 
转 座 元 的 转 座 。 这 种 情况 党 遍 存 在 于 以 插入 序列 为 媒介 的 转 座 作用 之 中 。 


22bp WREE 


peer Tat E BR EONA 
Fo —— a 

= iP 

Shik 一 = rie, 


图 1-24 1S10R 中 的 两 个 局 动 节 ， 其 中 Pour th Pis he 


ISLOR 中 华 近 苍 例 末端 不 远 的 地 方 存在 着 而 个 启动 子 (图 11-24)， 一 个 叫做 Pix; 负责 起 

始 转录 ISLOR 中 的 基因 另 一 个 叫做 Povr， 由 此 处 起 始 的 转录 穿 过 末端 倒转 重复 单位 和 "* 寄 

EDNA 中 的 同 向 重复 单 也 并 摧 下 游 寄 主 DNA 转录 而 去 。 此 一 行动 很 可 能 会 激活 紧 奉 Tn10 

右 方 的 寄主 基因。 ISUR MAAR TAS WH” (multicopy inhibition) 作 用 的 调 

控 , 一 个 细菌 细胞 中 Tn19 的 转 座 能 力 可 以 通过 向 谈 细 胞 中 导入 众多 找 贝 的 IS10R 而 大 大 降 

低 。 光 拷贝 抑制 需要 Pour 序列 的 存在 ， 并 且 只 有 在 IS10R 基因 是 从 Pis 处 而 不 是 从 其 它 地 
+ 4346 


方 超 始 转录 时 才 发 生 。 不 过 有 有 趣 的 是 ,多 拷贝 抑制 效应 是 在 翻译 水 平 上 而 不 是 在 转录 水 平 上 ， 
Pry 和 Pour 的 转录 模板 序列 有 40bp HES. BF Poor 的 启动 效应 比 Pix 的 强 得 多 ， 由 前 
者 起 始 转 录 产 生 的 外 向 RNA 的 量 记 比 由 后 者 起 始 转 录 产 生 的 ISOR BA mRNA HRS I 
多 UO PARAS RN A MISIR EA MRNA 在 重 登 区 域 的 碱 基 配 对 妨碍 了 JSBIOR 必 
需 蛋 白质 的 合成 。 

2. Tn5 Tn5 中 的 I850R 行使 该 转 座 元 的 全 部 转 座 项 能 ， 它 比 莒 无 此 功能 的 ITS50 只 
相 盖 一 个 碱 基 对 。 这 个 三 基 对 在 IS50R 中 是 正常 的 氨基 酸 密码 子 组 分 ,而 在 S501 中 却 构成 
Ochre 无 义 密码 子 。 也 就 是 说 车 把 ISSOR 看 作 妓 生理 序列 , 则 灯 差 的 那个 碱 基 对 在 IS50D 中 
RONEN RE, A- WE AA 11-25, ISR 中 含有 一 个 阅读 杠 ， 可 以 利用 它 
产生 两 种 蛋白 质 : 除 了 和 蛋白质 1 比 蛋白 质 2 在 贡 - 端 多 给 个 氮 基 酸 外 ,二 者 的 其 余部 分 完全 相 
同 , 这 西 种 扯 白 质 合成 中 转录 和 翻译 的 调控 机 制 尚 不 十 分 清楚 ,但 有 一 点 很 清楚 ， EE 2 
药 合 成 速度 比 一 白质 工 的 高 。JS50D 中 的 Ochre MAUR — AT OA Be 1 A 2 Ay 
ELAR SKE ORR. 不 再 具有 发 起 转产 的 能 力 ; 另 一 方 而 它 的 出 现 也 形成 了 一 个 
能 够 起 始 Tos pb KRAS ERRARE I 基因 转录 的 启动 子 。 该 酶 的 存在 为 细胞 提供 
了 抵抗 新 每 素 及 卡 那 父 素 等 抗生素 的 能 力 。 六 此 这 一 碱 基 代 换 是 Tn5 转 座 元 表达 其 抗 药性 功 
能 所 必需 的 。 


SDs BAKE os WhO" 
sbhapononanoanns 58K 看 白质 


gs 
Ochre 
ERF t 
E EON OEN ARONA 
5 一 
s | 
TENTE KA RN HS OT 
n anae TY 
1 


图 11-25 Tos 中 ISSOL WRB REA 1 2 PAAR ERNA 
制造 了 促使 新 霉 素 碍 酸 转移 酶 基因 表达 的 启动 子 。 

蛋白 质 工 和 2 的 功能 相关 但 不 相同 。 蛋白 质 工 是 I950R 以 及 整个 Ta5 的 转 座 帮 用 记 必 
REJ. MERRE ER 1 对 缺陷 型 [S50R 组 件 的 反 式 互补 作用 极 习 ,对 于 转 座 功能 表现 出 很 
RAE. RAR 2 是 转 逢 作用 前 抑制 因子 ， 它 的 作用 是 芭 式 的 。 但 它 的 功能 不 是 站 和 碍 
某 些 基因 的 未 达 面 是 妨碍 转 座 过 程 中 基 一 尚未 查 明 的 步骤 的 通过 。 一 种 可 能 性 是 ,蛋白 质 2 具 
FREAR 1 ARR DNA (或 蛋白 质 ) 缚 合 位 点 , 它 可 以 通过 和 绰 白质 1 竞争 这 些 结合 位 点 而 
抑制 后 者 的 转 座 功 能 ， 另 一 种 可 能 性 是 蛋 自 质 2 通过 和 和 蛋 身 质 1 之 间 形 成 某 种 无 转 座 活性 的 
洲 聚 物 而 抑制 蛋白 质 1 的 功能 。 

Tn5 进入 一 个 新 的 寄主 细菌 细 有 移 后 的 开始 险 眉 ,细胞 里 蛋 自 质 2 的 浓度 很 低 , Tn5 能 够 
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以 较 高 频率 发 生 转 座 。~ 旦 它 在 织 胞 内 “站 稳 著 跟 " 之 后 , 转 座 频率 陆 之 下 降 , 而 且 这 时 车 有 新 
的 Tn5 涝 入 细胞 , 它们 的 转 座 能 力也 受到 抑制 。 造 成 这 种 情况 的 原因 是 , 随 舍 开始 进入 的 Tn5 
稳定 存在 状况 的 建立 ， 蛋 白质 2 ETT, AMES Tod 转 认 事 件 的 抑制 能 力也 
BERR. PRs Tn5 的 转 座 的 蛋白 质 工 的 作用 主要 是 虎 式 的 , 无 积 累 效 应 , 当然 不 能 和 
反 式 的 具 积 累 效应 的 蛋白 质 2 的 竞争 性 抑制 作用 担 抗 衡 。 

比较 调节 Tn10 HAE Pour-Pix 系统 和 调节 Tos HEHE We 1- 蛋 白质 3 系统 , 可 以 
泪 册 二 者 在 形式 上 的 明显 关 异 ;但 另 一 方面 它们 有 一 个 共同 的 特点 , 那 就 是 限制 转 座 频 府 。 这 
种 限制 效应 使 寄主 细 狗 免 于 困 过 多 转 座 元 的 存在 夯 形 生 。 因 而 从 总 体 上 看 这 是 转 座 元 在 长 期 
遂 化 进程 中 形成 的 一 种 更 好 地 保存 自己 和 扩 增 繁 人 的 方式 。 


五 、 转 座 的 机 制 


所有 有 转 座 元 转 座 的 机 制 都 很 相似 ， 转 座 作 用 包括 两 步 主要 反应 。 邵 转 座 元 本 身 的 复 揣 和 
基因 组 碍 点 序列 的 断裂 以 及 随后 的 倍 生 。 整 个 转 座 过 程 中 没有 游离 转 座 元 分 子 产 息 。 
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BERRAR 7 omea 
图 11-26 地 点 序列 辣 向 重复 产生 的 可 能 途径 

起 序 列 的 断裂 和 倍 生 造 成 转 座 元 的 插入 以 及 两 僻 辣 向 重复 单位 的 生成 。 其 大 至 途径 见 图 
11-26。 一 种 DNA 内 切 苞 活性 通过 机 制 尚 不 清楚 的 方式 随机 地 或 有 一 定 优 先 性 地 选择 基因 组 
DNA 上 的 一 个 轴 点 序列 并 在 该 序列 两 出 各 一 条 单 链 上 洁 成 一 个 切口 ,切口 之 交 的 距离 决定 了 
将 玉 转 康 元 两 侧 同 向 重复 单位 的 长 诬 。 然 后 转 座 元 插入 参差 不 齐 的 切口 之 间 ， 二 者 共 价 连接 
赵 来 ! 由 此 形成 的 两 段 惹 点 序列 单 链 芝 城 由 DN A 聚合 了 酶 工 或 其 它 类 似 的 酶 活性 填补 Fe 
ROO, ARATE. LR, RARER AEA Ze, 
HA RAE, WR REA EP RE PR. AL A RP 
ZANE WS RAT A A » 实际 上 转 府 元 的 插入 要 比 图 11-26 中 所 示 的 复杂 ,详情 部 下 述 。 

转 座 元 复制 转 座 的 机 制 过 去 一 直 是 个 着。 近来 通过 对 以 转 座 元 为 媒介 的 共 合 现象 (coin- 
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tegration) 的 研究 ， 已 经 开始 有 了 一 点 眉目 ， 在 此 基础 上 提出 了 一 些 骨 在 解释 转 座 过 程 的 六 
型。 

当 会 有 一 个 转 座 元 的 复制 元 和 男 一 个 复制 元 处 在 同一 个 细胞 中 时 ,二 者 可 以 融合 在 一 起 ， 
ERI AH cointegrate), RNANA ARA (replicon fusion) (H 11-27). 
参与 融合 的 复制 元 可 以 县 质粒 、 噬 苦 体 或 细 亩 染色 体 。 不 过 , 所 形成 的 共 合 体 不 只 含有 一 个 转 
庶 元 ,而 是 同时 含有 两 个 它们 分 别处 在 两 个 复制 元 的 两 个 交界 处 ,具有 相同 的 方向 。 由 复合 
转 座 元 席 导 致 产生 的 共 合 体 中 新 的 转 座 元 拷贝 可 能 是 痢 个 的 复合 转 座 元 《该 共 合 体 叫 做 Tn 
共 合 体 ), 也 可 能 是 其 中 的 一 个 I8 组 人 性 (该 共 合体 叫做 区 共 合 体 )。 记 有 的 转 座 元 者 可 以 导致 
浴 合 休 的 产生 ,但 共 合 频率 有 高 有 低 , 共 合 体 的 稳定 性 也 各 有 差异 。 

如 果 一 个 细菌 细胞 中 含有 如 上 介绍 的 那样 由 请 种 质粒 形成 的 共 合 体 ， 在 繁殖 了 许多 志 代 
以 若 , 一 些 后 代 细 胞 中 的 共 合 体 全 会 消失 ， 与 此 同时 原来 构成 共 合 体 的 西 种 质粒 又 单独 存在 ， 
但 此 时 每 种 质粒 中 均 含 有 一 个 转 座 元 的 拷贝 (图 11-28a)。 如 果 原 来 细胞 中 会 有 的 不 是 共 合 体 
面 是 两 种 质粒 ,其 中 的 一 个 含有 一 个 转 座 元 , KMART SUR, 一 些 后 代 细 胞 中 下 
现 共 食 体 ， 而 男 一 些 后 代 细胞 中 这 两 种 质粒 仍 单独 存在 ， 但 都 舍 有 一 个 转 座 元 拷贝 (图 11~ 
28b)。 这 些 结 果 表 明 ， 共 合体 很 可 能 是 菜 些 转 座 元 转 座 过 程 的 中 间 物 。 共 合体 的 拆 分 导致 了 
原来 两 种 质粒 的 重新 单独 出 现 , 转 座 作 用 最 后 完成 。 有 些 转 座 元 如 Tn5 可 以 导致 非常 稳定 的 
共 合 体 的 形成 ,这 些 共 合体 可 能 是 转 座 的 一 种 最 终结 果 而 不 仅仅 是 转 座 中 间 牧 。 

目前 有 许多 由 在 解释 转 座 过 程 分 子 机 制 的 模 漠 ,其 中 较为 大 多 数 人 接受 的 模型 如 图 11-29 
Bias BAYT AAD TY WIR DNA 分子。 首先 在 给 体 分 子 转 座 元 两 匣 省 一 条 单 
链 上 下 受 体 分 子 逆 点 序列 两 俩 的 各 一 条 单 链 上 产生 切口 。 然 后 ， 受 体 分 子 肢 序列 突出 的 单 链 
末端 和 给 体 分 子 转 肉 元 的 切口 末端 连接 起 来, 产生 形 如 X 的 连锁 分 也 结构 。 以 上 反应 由 转产 
元 自身 编码 的 转 座 放 活 性 催化 ,X 形 结构 中 的 转 座 元 序列 部 按 各 形成 一 个 类 似 复 制 又 的 分 叉 ， 
可 以 从 这 些 地 方 开始 利用 转 座 元 为 模板 以 半 保 留 复制 的 方式 合成 整个 转 座 元 。 复 制 过 程 大 概 
HEME. SHRM, X 形 钳 构 转变 成 其 合体 ,其 中 含 有 两 个 方向 相同 的 转 座 元 拷 
贝 。 景 后 ,再 通过 在 内 部 拆 分 位 点 上 (res) 这 两 个 持 贝 的 转 座 元 之 间 发 生 重 组 ， 重 新 产生 各 含 
有 一 个 转 座 元 排 贝 的 原来 的 给 体 DNA 分 子 和 受 体 DNA 分 子 。 催 化 这 步 反 应 的 醒 活 性 册 拆 
分 酶 (resolvase) ,至少 在 许多 已 知 的 例子 中 拆 分 酶 由 转 座 元 编码 。 上 述 模 型 同样 适用 于 当 给 
体 分 子 和 受 体 分 子 之 一 或 西 者 都 是 线性 DNA 时 的 转 座 作 用 。 

+ 除 上 述 模型 外 , 另 一 种 比较 流行 的 模型 叫做 非 对 秘 模 型 (asymmetzrie model), EYER 
模型 的 不 同 主要 有 两 点 :第 一 , 转 座 元 两 出 的 切口 不 是 同 时 产生 的 ， 面 是 分 步 产 生 ; 第 二 , 共 合 
体 不 是 转 座 过 程 中 的 中 间 物 ,而 是 转 座 过 程 所 导致 的 两 种 最 终结 果 之 一 。.( 男 一 种 景 终结 果 是 
畦 座 )。 有 有 些 转 座 元 (如 上 而 提 到 的 Tn5) 能 够 导致 稳定 共 合体 的 形成 ,这 是 与 非 对称 模 型 一 臻 
的 。 但 它 难 以 解释 Tn3 共 合体 的 拆 分 。 月 前 由 于 尚 无 更 多 的 实验 证 据 支 持 非 对 称 模型 ,所 以 
这 里 不 青 详 细 讨 论 它 的 每 一 步 反 应 。 


A, Tns 及 其 转 座 作 用 


在 本 节 开 始 介 绍 转 座 元 的 分 类 时 普 提 到 Tok 转 座 元 家 族 。 它 包括 许多 彼此 相关 的 转 座 
元 ,这 类 转 座 元 较 长 , 约 5000bp， 比 搬入 序列 长 得 多 。 和 复合 转 座 元 相同 ,TnA 家 族 也 河 时 所 
带 有 负责 自身 的 转 座 的 亲 因 积 诸 如 抗 药 福 基因 等 其 它 基因 ;不 过 利 复合 转 座 元 不 同 的 是 ,TnA 
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图 11-29 ” 转 座 作用 的 一 种 模型 


家 族 转 座 元 的 两 端 浊 有 TS 或 类 IS 组 件 ,有 的 只 是 长 度 为 37~88bP HRR GREAR, 家 
11-4 列 出 了 一 些 TnA 家 族 转 座 元 移 一 般 特 恰 。 前 文中 所 讨论 的 转 府 元 转 赤 和 机制 在 原则 土 同样 
通用 于 Tn 家族: 男 一 方 众 ,Tn 家 族 的 转 座 作用 也 有 一 些 独特 之 处 。 近 年 来 对 TnA 家 族 
REE Tas 的 深入 研究 ,为 指示 这 类 转 座 元 的 转 内 祝 制 和 调控 提供 了 不 少 新 的 认识 。 

Tad 类 围 座 元 的 末端 合 转 重复 一 般 长 37~38 bp, 同一 转 座 元 的 两 个 订 端 时 复 的 序列 通 
党 十 分 接近 ， 其 中 任何 一 全 的 缺失 都 会 硕 式 地 妨碍 款 座 功能 。 转 齐 元 现 铀 的 鞠 点 河 向 中 复 长 
bp， 这 些 转 座 元 对 得 点 的 选择 有 区 域 怖 先 性 , 值 在 一 个 优先 区 城内 药 的 选择 是 随机 的 。 
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1-4 一 些 Tu 上 家 诸 转 座 元 的 基本 特 企 


ie BB 长 EE (br) Mpp 宋 端 倒转 重复 (bp〗 | AMBALA AEOY) | watt 
Tu? , 4957 H amp? | 38 | 5 区 域 性 优先 

! 
‘Tat 5090 arapB 2 5 区 域 性 优先 
r 5800 1 37 5 区 域 性 优先 
5 不 详 


Toot 8200 Hga 38 


TnA 类 转 座 元 的 转 座 过 程 分 两 个 阶段 。 第 一 阶段 形成 共 合体 ! BOMBEAR E 
阶段 各 有 一 个 由 转 座 元 基因 编 码 的 酶 个 化 。 其 中 tnp4 ARBRE R mp APES 
互补 试验 表明 ， 这 两 个 基因 的 作用 是 反 式 的 。 这 一 点 和 插入 序列 及 复合 转 座 元 中 转 座 酶 的 强 
烈 顺 式 作 用 大 不 一 样 。 

Tn3 转 座 元 中 ， 积 p4 基因 编码 的 转 座 酶 由 1 021 个 氨基 酸 组 成 ， 分 子 其 约 为 120 KDa, 
该 酶 能够 与 单 链 DNA 缚 含 。 它 是 识别 并 切割 转 座 元 的 两 器 以 及 在 由 点 序列 上 造成 5bp 的 参 
APTA TTD A. BIS Tn3 和 另 一 个 相关 的 转 座 元 y* 末端 倒转 重复 序列 的 38 个 
bp 中 有 27 个 相同 ,但 它们 的 转 座 酶 只 能 有 效 地 催化 各 自 的 转 座 。 这 说 明 转 座 酶 对 末端 倒转 重 
复 序列 的 识别 是 高 度 特异 性 的 。 

tnpR 基因 编码 合 有 185 个 氨基 酸 的 《233KDa) 蛋 白质 * 它 除了 具有 上面 提 到 的 拆 分 酶 河 了 
外 ， 还 具有 调控 inp dA BARA RRA BR top 和 mph 基因 之 间 间 隔 163 
bp ÈE AMT 的 调控 区 域 ,这 两 个 基因 的 转录 从 这 里 起 始 , 朝 相反 的 方向 进行 (图 11-30) ,tn2R 
的 避 白 质 产 物 正 是 通过 与 这 段 调 控 区 域 的 结合 而 实现 对 np 和 mpk RAY, W inpR 
基因 产物 的 阻 盎 蛋白 功能 失 洛 的 灾变 可 以 提高 转 座 事 件 的 频率 。 不 过 关 突 变 破坏 了 TnpR i 
分 酶 的 活性 , 则 细胞 内 只 形成 其 合体 而 无 法 使 之 拆 分 。 这 就 说 明 共 合 体形 成 及 其 拆 分 是 Tn 
家 族 转 泄 坟 程 中 的 必然 中 间 步 又 。 
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特定 位 点 发 从 * 这 个 位 点 过 去 叫做 JRSCinterpal re olution sequence, EI PL EDR FPA) , 现 


© 4400 


FERR res, 24 res 位 点 缺 赤 后 ,FTnpR 蛋 帕 质 不 再 能 识 细 共 合 体 并 行使 拆 分 功能 ， 从 形 造 成 
光合 体 分 子 积累 ， 转 座 作用 泡 法 最 后 完成 。 虽 然 在 这 种 情况 下 寄主 细胞 中 以 RecA 为 媒介 的 
同 深重 组 系统 可 以 在 两 个 转 座 元 措 肌 之 冰 的 任何 部 位 发 生 同 源 重 组 而 代理 拆 分 ， 但 其 效率 毕 
EEH TnpBR 在 res 处 的 特异 性 重组 拆 分 的 效率 低 得 多 。 

Toph 蛋白 质 是 通过 与 res 位 点 的 结合 而 行使 拆 分 酶 功能 的 。 如 图 11-30 pf my Tad 转 
座 元 上 ?es 位 点 处 在 np 有 RR 和 mp 和 4 基因 之 间 的 调控 区 域内 , 它 实际 上 包括 3 个 结合 点 ,每 个 约 
长 30 一 各 bp，TnpR 对 它们 的 结合 相互 独 立 。 结 合 点 工 包 括 章 传 学 上 鉴定 的 res 位 点 。 它 的 
缺失 完全 妨碍 了 以 TnpR BEBOP. BAREA REA I MERA i a I 
或 E 则 拆 分 昌 可 发 生 ,但 效率 较 低 。 因 此 野生 型 水 平 的 拆 分 效率 句 要 I、I、 开 三 个 结合 点 
同时 被 了 npR 占据 。 从 图 11-30 中 可 见 , 结 合 点 I 与 inp4 RAW RRR HA I 
和 下 与 如 ?基因 的 转录 区 重 概 。 因此 TnpR 在 这 些 结合 点 处 的 结合 妨碍 了 这 两 个 基因 的 
转录 。Tn3 上 的 三 个 结合 点 序列 有 一 定 的 辐 源 性 。 这 些 岸 殉 中 都 售 有 一 个 对 称 的 倒转 重复 
区 。 

TnpR 蛋白 质 介 导 前 据 分 机 制 是 怎样 的 呢 ? 很 可 能 在 共 合 体 上 一 个 Tn3 Fee oe AS 

个 结合 点 被 TnpR 结合 后 改变 了 这 一 区 域 DN A 的 拓扑 学 档 条 ， 使 两 个 处 于 这 种 状况 的 Tn3 
转 座 元 能 够 彼此 互 丰 作用 。 完成 拆 分 反应 。 离 体 实验 才 明 ， 拆 分 是 一 种 保守 反应 ，DNA 双 
链 的 断裂 和 复合 在 没有 任何 DNA 合成 和 能 基 输 入 的 情况 下 完成 。 断裂 和 复合 在 结合 点 工 中 
WES Tad 家 族 来 说 高 度 保守 前 19b 中 发 生 。 商 条 链 的 断裂 点 相隔 bp, 由 此 产生 参差 
不 齐 的 末端 。 其 中 的 5 端 各 与 一 个 分 子 TnPR 蛋白 质 共 价 结合 。 即 ， 
SY TTATAAY 
3 AATATT 5S 
+ 


EY + TnpR— AA 3 
a A A—~—TopR Tarts 
GAPIE ARS PF 20 分 子 的 TnpR 时 , 拆 分 效率 最 高 。 
Tn3 所 形成 的 共 合 体 的 拆 分 与 入 噬菌体 的 位 虚 特 异性 重组 非常 相似 。 这 种 相似 华表 现 在 
以 下 几 个 方面 : 二 者 都 对 重组 位 点 右 特异 性 要 求 ,都 在 断裂 中 产生 参差 不 齐 的 末端 , 二 者 的 断 
狠 - 复 合 反应 都 类 似 于 DNA 拓扑 蜡 构 隋 的 催化 功能 , TnpR AAEN res 的 结合 与 Tnt 蛋白 
Sexy att 的 结合 在 原则 上 相似 。 此 外 车 比较 了 Tn3 的 ros 位 点 和 和 DNA ottP 核心 序列 申 断 
裂 -复合 处 的 碱 基 序 列 ， 可 得 ， 
ves GATAATTTATAAVAT 
at GOTTTTTTATAOTAA 
1 个 bp 中 有 10 个 一 样 。 综 上 所 述 ， 可 以 把 To 所 形成 的 共 合 体 的 拆 秃 看 作 一 种 位 点 特异 
性 重组 讨 程 。 


七 、 作 为 转 座 成 分 的 Mu Miik 


Mu 是 一 种 以 大 肠 杆菌 为 寄主 的 温和 噬菌体 , 以 裂解 生长 和 尝 源 生长 两 种 交替 方式 之 一 此 
入 自己 。Mu 的 最 初 发 现 是 基 予 其 插入 大 局 插 菌 基因 导 至 突变 的 能 力 ,Mu 噬 苗 体 能 作为 转 座 元 
PERL READ RUD ARSE DNA 中 , 它 的 切除 频率 极 你 ,Mu 的 遗传 图 办 图 11-31, DNA 

"dile 


为 线 状 分 子 , 游离 陛 菌 体 状态 和 整合 状态 具有 相同 的 东 因 次 序 。Mu DNA 不 售 末 端 铺 转 重复 
PAL, 这 是 和 其 它 转 座 元 不 同 的 地 方 。 游 离 Mo RR DNA 的 两 器 连接 着 一 段 寄 主 DNA, 
反映 的 约 长 100pp， 右上 端的 约 长 1500bp。 这 两 段 寄主 DNA 序列 在 森 同 MuDNA 上 各 不 相 
A, EHLERS AEE DNA PRA Mu 切断 包装 时 获得 的 。 当 
Mu 噬菌体 再 一 次 整合 到 寄主 DNA 中 时 这 两 段 序列 归于 消失 。 


Repth Mu DNA 


Ves OTS E 
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fama Mu DNA 
capo Ts gin 
100bp #£ DNA GHN 1500bp wx DNA 


图 11-31 Mu AGA RE Rs AE 


Mu 的 插入 有 两 种 途径。 第 一 ,侵入 的 Mu 可 以 在 溶 源 化 过 程 中 插入 寄主 DN A 的 任意 部 位 ， 
造成 靶 点 的 伴生 ， 使 原 噬菌体 两 全 各 有 一 个 5bp UR UE E 11-31)。 这 一 点 和 其 它 
转 座 元 的 转 座 作 用 相似 。 第 二 ， 进入 裂解 生长 后 , 复制 产生 的 后 代 MuDNA 几乎 全 部 随机 播 
入 寄主 DNA 中 ， 一 旦 播 入 便 极 少 再 切除 下 来 。 它们 能 够 作为 转 座 元 再 造成 其 它 靶 点 上 的 播 
入 。 由 此 在 寄主 染色 体 上 产生 越 来 越 多 的 拷贝 ，, 这 时 的 寄主 染色 体 实际 上 是 众多 的 Mu DNA 
和 被 它们 揪 入 肢解 的 寄主 DNA 在 一 起 形成 的 共 合体 。 吹 薄 居 成 熟 时, 共 合体 该 切断 ,一 个 
MuDNA 分 子 连 同 它 左 便 的 100bp MAME 1500bp 一 起 被 包装 进入 哄 获 体 颗 粒 。 不 处 在 共 
合体 中 的 Mu DNA 不 能 被 包装 ,MuDNA 右 侧 的 一 段 3Kb 长 的 序列 在 不 癌 务 子 中 以 相反 的 走 
向 存在 ,这 县 序列 叫做 G HEL EWA AP 34bp 长 的 倒转 重复 序列 。 图 11-31 中 所 示 
的 是 Gt+ 走向， 它 倒 位 情 则 形成 G(- ) 走 钢 。G 片段 的 创 位 需要 Mu 基因 yi 的 产物 ， 寄 
主 的 道 转 刺激 因子 能 提高 倒 位 的 效率 。 

台 片 段 含有 编码 负责 嘴 菌 体 吸 附 寄主 细 跑 的 尾 毕 蛋白 质 ， 台 的 不 同 走向 导致 了 不 同 的 寄 
主 特异 性 。 当 处 于 G(+ SEHR, SAU 基因 表达 、 分 别 产 从 56KDa 的 日 蛋白 质 和 KDa 
W URAH, R% Mu RER GRAA ITERA K2 而 不 能 吸附 品系 O。 当 处 于 人 ~) 
走向 时 ,8' A U 基因 表达 ,分 别 产生 48KDa 的 8S' 蛋白 质 和 26 玉 Da 的 U 蛋白 质 。 这 类 Mu 
能 够 吸附 品系 日 而 不 能 豚 附 品系 区 12。 无 论 是 G(+ ) 走 向 还 起 G( - ) 走 癌 , 其 蛋白 质 产物 都 需 
要 大 约 4Kb 的 DNA 编码 ,可 届 片 段 实际 上 只 有 3b。 这 是 因为 8 蛋白 质 和 可 发 白质 以 及 8 
HARA 蛋白 质 分 别 山 Q 片段 的 两 条 互补 链 所 编码 ,它们 的 启动 子 并 不 存在 于 怠 片段 中 ， 
而 是 存在 于 S 片段 左边 的 序列 中 一 个 共同 的 启动 子 。 而 且 对 于 8 SSMS 蛋白 质 来 说 ， 
它们 还 有 相同 的 一 段 N 端 序列 ,其 窟 玛 区 也 在 G 片段 左边 的 序列 中 。 这 样 ，G 片段 的 倒 位 只 
Bas S EER S 蛋白 质 的 可 变 区 (8v 和 SDAR U AU 蛋白 质 的 编码 情况 ， 而 对 于 8 或 
3’ 蛋 自 质 的 相同 的 N 端 (8c) 卉 没有 任何 扔 动 ( 图 11-32)。 
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RATE HRD Ee ee A I 相 和 工 相 之 司 
互 变 的 原因 在 于 瑟 2 See 9 基因 上 游 的 一 段 995bp 序 列 的 倒 位 , 其 两 端 各 有 一 段 14bP 的 
重复 单位 (IRL 和 IRR)。 这 和 Mo DNA 中 通过 G 片段 的 俩 位 而 改变 寄主 特异 竹 的 铺 况 朋 
相似 之 处 , 即 采 用 倒 位 来 调控 基因 表达 。 有 趣 的 基 负 责 995bp 序列 倒 信 的 沙门 民 菌 Mn 基因 
的 功能 和 负责 GH BALE Mu HEH gin 基因 的 功能 在 互补 试验 中 能 相互 鹤 代 ， 它 科 世 
能 和 负责 大 肠 杆 菌 P1 噬菌体 O 片段 合 位 的 cin 基因 的 功能 互相 准 代 。 厨 样 有 趣 的 是, 虽然 
Tas 的 inpR 基因 功能 (编码 拼 分 昔 和 组 示 蛋白 ) 不 能 替代 bin 的 功能 ,但 它们 蛋 和 白质 产物 的 
氢 基 版 序列 却 是 很 近 。 沙 门 民 茵 995bp 序列 中 的 TIRE 和 IRR 之 间 完全 同 源 ,它们 及 附近 序列 
和 Mu WN G 片段 两 端的 34bp 倒 续 重复 序列 也 呈 高 度 同 源 性 。 以 上 这 些 情况 说 明 995bp 
序列 的 倒 位 和 Gr BAO: 枫 制 相似 ， 都 是 通过 类 似 Tos 的 共 合 体 拆 分 反应 中 采用 的 位 点 
特异 性 重组 的 方式 实现 的 。 这 些 情况 还 表 胃 沙门 氏 菌 995bp 序列 和 Mu 的 G 片段 有 可 能 起 
源 于 则 一 种 古老 的 转 座 元 。 在 长 期 进化 过 程 中 ， 转 座 作用 逐步 受到 限制 ， 直 到 演化 成 只 能 何 
位 的 月 前 状态 。 作 为 转 座 作用 “遗迹 "的 倒 位 被 用 来 调 锭 其它 基因 的 玫 达 ， 不 再 与 序列 的 扩 增 
有 关 。 这 个 假定 的 吉 老 转 座 元 可 能 与 转 座 元 Tn3 的 祖先 有 着 进化 上 的 密切 关系 。 


第 七 闻 真 楼 生物 中 的 转 座 成 分 (一 ) 一 一 真 楼 生物 
转 座 成 分 的 分 类 及 其 典型 代表 sa 


一 、 真 核 生物 中 的 转 诬 成 分 及 其 分 类 

正如 上 一 节 开 头 所 述 ， 肖 然 界 第 一 个 被 发现 的 转 座 成 分 就 基 王 米 中 的 “ 争 制 成 分 "。 
Barbara MoClintock 从 1942 FIRER AZ ARARE RERA DA, 1951F 
发 表 了 站 关子 玉米 入 制 成 分 的 论文 。 好 的 开创 性 的 工作 打破 了 阵 德 泉 关 于 基因 在 各 个 独 岂 的 


adie. 


染色 体 上 固定 排列 的 僵化 概念 。 此 后 ， 人 们 又 陆续 发 现 了 许多 真 核 生 物 中 的 可 转移 成 分 ， 范 
HARFER EH OED- EJEA SARRE AR. Wi ANUEN, KRENE 
为 组 的 流 嘉 性 比 原核 生物 更 大 。 

真 核 生物 中 的 转 座 成 分 的 转 座机 制 , BAY Ae TOL, A ak ea 
前 者 的 遗传 信息 的 流动 是 从 DNA 到 DNA, MARIA DNA 到 RNA 再 到 DNA, RAW 
的 销 况 一 拌 ,从 DNA 到 DNA MBE WHER (transposition) ,被 转移 的 DNA 单元 称 
为 转 座 元 (transposons)。 为 了 将 RNA 介 导 的 转 座 作 用 与 经 典 的 DNA 到 DNA pyg fE 
用 相 区 别 ， 于 是 将 RNA 介 导 的 转 座 作 用 称 为 返 座 作用 (retroposition) ,被 转移 的 遗传 信息 
单元 称 为 返 座 元 (Tetropasons)。 

已 发 现 的 真 核 生 物 转 座 元 有 果 娲 的 PEA FB 成 分 ， 焉 米 的 Ao-Ds 转 座 系统 等 。 

真 核 生 物 的 返 座 元 的 种 类 要 复杂 得 多 。 根据 其 结构 和 组 成 ， 可 以 分 成 两 个 大 家 族 
(superfamily) »— 4-2 KS, HP RE ARK 11-5)。 病 毒 大 家 旗 包 括 已 发 
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谋 元 缚 构 各 异 ， 一 般 都 没有 转 座 酶 的 编码 区 ! 家 7~21bp ARARE EA E AE A 
或 长 或 短 ， 基 至 完全 没有 ， 大 多 数 都 与 成 高 RNA 的 序列 相当 ， 而 且 除了 四 种 rRNA Bp 
相应 的 返 应 元 外 ， 儿 乎 每 一 类 RNA WEED. 

冰 节 后 面 一 部 分 将 叙述 让 核 生物 中 一 些 经 典 的 转 座 成 分 ， 包 括 转 床 元 和 病 洛 家 族 的 还 原 
转 座 元 。 第 八 节 和 第 九 节 将 分 别 斤 述 真 核 生物 中 的 还 原 病毒 和 真 校生 物 中 的 非 病 毒 返 座 元 。 


=. BN Ty 成 分 


酵母 的 Ty 成 分 包括 一 组 与 非 重 复 序列 相间 而 散在 分 布 的 重复 DNA 序列 (Ty 这 一 缩写 
FEF transposable elements in yeast) 。 每 个 Ty 成 分 长 6.3 有 Kb, 两 端 各 有 一 段 334bp 长 
的 辐 向 重复 序列 ;叫做 5 成 分 。 每 个 酵母 细胞 基因 组 中 约 含 有 39~35 个 拷 只 的 Ty 成 分 。 另 
外 还 有 大 约 100 个 游离 的 单一 8 成 分 (solo 3 elements), Ty MAE RRM RA 
有 有 不同 的 位 点 ,这 也 是 最 初 认为 它们 是 转 座 成 分 的 证 据 之 一 。Ty 成 分 的 转 座 可 以 从 它们 的 括 
入 使 半点 处 基因 失 活 而 鉴定 出 来 。 目 前 尚 不 能 估计 Ty 成 分 转 座 的 频率 。 一 般 认为 它 比 细菌 
的 转 座 频率 低 。 

Ty 成 分 是 一 大 类 转 庚 成 分 , 不 同 Ty 成 分 的 碱 基 序列 可 能 有 很 大 差异 。 最 主要 的 两 类 是 
T71 和 了 7917。 即 使 是 图 属 Tyt 或 Ty917, 不 同 的 Ty 成 员 之 问 也 存在 着 许多 差异 ， 包括 碱 基 
代 换 、 捅 入 和 缺失 。 

A Ty 成 分 上 的 8 成 分 也 有 很 大 的 差异 ,但 同一 个 Ty 成 分 的 两 个 成 分 财 差异 家 小 其 
至 完 爹 相同 ,这 种 同一 性 可 能 归 央 于 转 座 阶 段 或 其 后 的 基因 转换 ,也 可 能 归 因 于 所 出 现在 质点 
上 的 Ty 成 分 的 两 个 8 成 分 均 来 自给 点 两 个 5 成 分 中 的 一 个 .Ty 成 分 上 的 5 成 分 之 间 的 保守 
性 比 单 一 $ 成 分 之 闻 的 保守 性 要 大 些 ， 说 明 3 成 分 可 能 与 转 座 功能 有 关 。 Ty 成 分 播 入 由 点 
后 。 世 像 细 菌 转 座 元 和 还 愿 病毒 那 样 在 两 侧 产 生 划 点 序列 的 同 问 重复 ， 长 度 为 Sbp. 


图 11-33 油 统 Ty1 成 分 的 类 雍 结 构 (图 中 为 TY912) 。LTR 为 长 末端 重复 ， 即 3 或 分 5 ENE 为 增 
强 子 ,整个 Ty1 成 分 产生 一 个 奖 的 mRNA, He SER SE CORFE 和 ORF2)。 

由 于 Ty1 成 分 中 有 增强 子 ( 轿 11-33) ,在 芒 3 成 分 中 又 有 较 强 的 启动 耶 , 因此 在 Ty 成 分 
上 进行 警 活 腾 的 转录 活动 , 工 y1 RNA 可 以 占 到 整个 酵母 细胞 MRNA 前 5~10% EATE R 
SRA DRNA, 其 中 有 两 个 开放 阅读 框 ,其 中 一 个 篇 码 首 转 隶 栈 ,而且 与 还 原 病 毒 的 逆 
转录 酶 非常 相似 。 可 见 Ty 成 分 的 转 座机 制 完全 不 同 手 细菌 的 转 座 元 。 细 万 转 率 元 的 转 座 是 从 
DNA 到 DNA; iff Ty AS AE EE IA DNA Fj RNA 再 到 DNA, 类 似 于 还 原 病毒 的 原 病毒 
形式 。 实验 已 经 证 明 ，Ty 记分 的 转 座 的 确 有 道 转录 过 程 。 人 们 用 基因 工程 的 方 法 让 Ty1 成 
分 言 有 一 个 内 元 ， 然 后 观 察 其 转 座 情况 。 结果 在 新 的 基因 组 位 点 发 现 了 这 个 Ty1 成 分 ， 但 其 
中 的 内 元 已 经 消失 。 因 为 内 苑 只 有 在 RNA KEEF RD RT A k WAT Sma 
RNA PRA. 不 仅 Ty 成 分 的 转 座机 制 是 如 此 ， TLE Ae AY ERENER H 
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copia 成 分 的 转 座 也 是 采取 这 种 机 制 。. 

Ty 成 分 的 存在 为 苹 母 基因 组 提供 了 许多 袖 殉 同 源 区 域 ,它们 之 间 可 以 发 生 同 源 重组 。 如 
困 重 组 在 同一 条 染色 体 上 发 生 , 则 造成 缺失 或 全 位 ;和 如果 在 不 同 染色 体 上 的 Ty 成 分 之 间 发 征 ， 
则 造成 易 位 等。 此 外 ,Ty 成 分 可 以 因 自 身 两 端的 同 向 重复 8 成 分 之 间 的 重组 而 加 出 切除 ,切除 
后 在 染色 栖 的 考点 处 只 剩 下 一 个 5 成分。 这 也 许 是 目前 存在 的 许多 单一 6 成 分 的 来 源 。 


=, WRAY copia 等 转 座 成 分 


黑 电 中 的 转 座 成 分 最 初 也 是 通过 它们 的 拉 入 使 半点 基因 失 活 而 被 发 现 的 。 自 前 已 发 现 的 
转 座 成 分 有 好 几 类 ， 基 中 研究 得 最 多 的 是 opie RK, HARSH RI RR RM 
得 各。 此 外 , 梁 蝇 中 还 会 有 一 些 在 序列 上 和 copia 不 相关 的 转 座 成 分 ， 这 些 转 座 成 分 和 copia 
成 分 可 在 一 起 占 到 果 蝇 DNA 总 量 的 1 名 上 以上， 它们 的 特性 见 下 11-6。 


RI- 时 蝇 中 发 现 的 几 种 不 同 的 转 座 成 分 


靶 点 同 向 重复 
《bp) 


rig 
{bp} 


ARARE 
(bp) 


长 E 
(bp) 


SEKAR 


10 
CRG RR) 
250rt 250 


20-60 5000 


~ S005 000 


~b KO 


$0002 900 


果 昂 基因 组 中 opie 的 找 幢 数 因 品系 而 异 ， 一 般 介 于 20~60 之 间 ， ENERE. P 
FRAN copie NARRA RE 但 多 数 不 同 , RELATE ARP REE copie 位 
点 。 两 个 品系 的 亲缘 关系 越 近 ,具有 相同 位 点 Copie 的 比例 就 越 大 , SAT LER 
HORM Al copie 的 转 座 频 率 。 通 过 计算 , copia 成 分 的 转 座 频 率 大 约 是 每 细胞 世代 LO 
1074, 

copta URREA EAR -RHINE 11-34, copia $ 5 000bp, PNRA 276bp 
长 的 同 向 末端 重复 序列 。 每 一 个 末 问 各 有 一 个 不 完善 的 倒转 重复 序列 。 copia 成 分 的 两 侧 是 
3~6bp 长 的 车 点 局 向 生 复 。60pi 的 描 入 无 破 点 序列 特异 性 ,但 才 现 为 一 定 的 区 域 优先 性 .不 
Pj copia ARAN MFA BH, PAA oo, 其 中 含有 许多 小 的 缺失 。 

copia 成 分 两 端的 276bp 癌 向 重复 序列 完全 相同 ， 这 和 酵母 Ty 成 分 两 端 8 成 分 的 悄 说 
非常 相似 ,了 世 司 样 可 以 用 共 因 转换 或 两 个 重复 单位 来 自 亲 体 copia 成 分 的 周一 个 来 端 重复 单位 
来 解释 。 不 过 不 同 点 是 ，Ty 成 分 的 6 成 分 可 以 孤立 存在 ,而 copia 的 276bp 重复 单位 不 单独 
存在 。 copia 成 分 本 身 可 以 以 游离 环 状 DNA 分 子 形式 单独 存在 ， 这 和 和 细菌 转 座 元 的 迄 况 不 
司 。 单 独 存 在 的 Copia 环 状 分 子 有 两 种 ， 一 种 为 5000 bp， 另 一 种 少 一 个 375 bp REA 
fi, 2454-4700 bp, 

copia 成 分 具有 很 高 的 转录 活性 ， mT Poly (Adi mRNA, BEER YAS 
在 绸 网 料 中 ， 其 原因 不 明 。 现 已 知道 ， : 艺 个 转录 物 具 有 一 个 很 长 的 开放 阅读 框 ， SERA 
DARA EEEE EL A 路 合 酶 和 核 本 续 合 蛋白 具有 很 高 的 同 源 性 ,正则 前 夯 所 说 , cepia 成 
A} SESE HE TE 站 

. 另 一 组 转 座 成 分 FB (foldback $i) 全 长 8 500~5 000 bp 它 的 不 同 成 员 其 月 长度 不 辣 


+ £46 « . 


B Copa 成 分 


oN - iN 
r \ mm é ` 
jo \ 1 kbp a S 
ug = K D eana 
ERARE 
B 成 分 、 
ma 
>a 
><a xt 
=a 一 一 > 
- 退火 
> 1 kbp 
+ 成 分 


ORFO ORFI ORF? ORFS 
一 一 一 一 一 > 一 一 


EP 成 分 


RAP 


31bp RAAR 
lkb 


图 11-34 FLA copia Ay, FB RAI PRR gag 编 


的 倒转 末端 重复 序列 , 介 于 250~1 250 bp 之 间 ， 同 一 个 了 B SH TRE 


HERRAR int AREAN, RT PBR, LTR 
为 长 末端 重复 。FP RP RRA, 


EE 复 序列 也 不 完 


全 要 网。 而 且 ; 介 于 两 个 末 庙 重复 序列 之 间 的 序列 也 长 短 不 同 , 有 的 FB 成 分 两 个 来 端 重复 序 
IRRE E, 中 间 无 间隔 ， 有 的 二 者 之 问 问 入 长 达 数 千 Pp。 尽管 如 此 ， 房 有 的 FB 成 分 来 


庙 伯 转 重 复 序列 都 表现 一 定 的 网 源 性 ， 它 们 都 由 更 小 的 坦 似 旭 


ES LAM. Fab ADE 


DNA Ai. HORI 30 bp HEARS, HEN RHE 9 DP AE. BAER, 
fli DNA RY RERARA FBR ROURKE. RPE, 往往 涉及 很 大 的 DN 4 
CBE GAR, EB FRAC A. FB 成 分 的 转 座 行为 ,非常 类 
似 于 细菌 中 的 复合 转 座 元 。 在 汉 出 以 及 其 他 高 等 真 核 生物 的 苏 因 组 中 ， 变 性 后 的 单 链 能 产 千 
发 夹 结构 的 DNA 占 到 若干 个 百分数 ， ATRERC HEN 卫 B 成 分 只 占 补 少数 。 OH 
促进 33 的 转 座 还 不 清楚 


间 量 中 另 一 种 转 座 威 劳 卫 也 具有 不 定 的 长 度 。 完 整 的 卫 成 分 为 3900 bp, 含有 四 个 开放 


HEE, Ky ORF 0, ORF 1, ORF2, ORF 3。 从 都 缺失 的 王 成 分 大 小 介 于 E00~1 400 bp 
之 问 ,保留 的 ORF 各 不 相间 。 不 管 是 完整 的 号 成 分 还 是 缺失 的 了 成 分 ,西端 帮 是 完美 的 31bp 
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REA, SERRA, P RARA ORF ARSE SIN. AUR RELY 
了 成 分 才 有 转 座 功能 。 但 荐 ， 内 部 缺失 的 了 成分， 只 要 细胞 内 有 完整 的 了 起 分 ,也 能 实现 转 
座 作 用 。 可 见 ， 四 个 ORF 编码 反 式 作用 因子 ,其 中 一 个 是 转 座 酶 ， 另 一 个 是 转 座 的 阻 吉 蛋 
自 。 正 是 由 于 这 丙种 蛋白 质 的 存在 ,使 得 有 的 杂交 方式 能 产生 有 生殖 为 的 后 代 , 有 的 杂交 方式 


则 造成 杂种 不 育 (hytrid dysgenesia), 


当 卫 品系 的 雄 果 蝇 与 世 品系 的 只 时 曝 杂 交 时 ， 其 后 代 出 现 杂种 不 育 ( 见 图 11-35)， 而 其 


图 11-35 吕 成 分 在 果 蜡 胜 胎 中 的 炎黄 
转 座 ， 引 起 杂种 生殖 障碍 。 


本 了 品系 具有 不 同 P 成 分 位 点 的 新 了 品系 。 


{hS HRB AAA 8 (P)x pP, 3 Mx 
2M), 3M) x 嘻 ( 了 PP) 都 不 会 出 现 生殖 障碍 。 原 
来 ， 两 称 品 系 中 P 成 分 存在 情况 不 同 ;只 有 P 品 
系 中 才 有 完整 的 了 成 分 ,而 贡品 系 或 者 缺乏 卫 戌 
分 ， 或 者 只 家 内 部 缺失 的 了 成分。 由 于 孵 细 胞 有 
纳 胞 质 ,而 精细 胞 则 几乎 完全 没有 细胞 质 。 因 此 PP 
品系 的 鸭 果 蝇 与 任何 品系 的 雄 果 蜗 交 配 ， 后 代 都 
PRATER. TOMER AERA A, H 
于 其 入 细胞 由 没有 完整 的 卫 成 分 , 也 就 没有 芒 碍 
HERRES. Blk “ES P RAM 
配 受 精 后 ，P 5h SEB A a ay eI 
“FTE SN Fee PR E A BB E 
和 白 。 请 回忆 一 下 细 苗 转 座 元 中 的 情况 ， 许 多 转 座 
ERRA- EIRA, TIRE BR EEN 
SEER, AIS RHA, BeBe 
FUSS. ASE, Seen ee 
的 转 座 频 率 符 别 高 ， 达 到 每 细 话 世代 一 次 。 妈 此 
其 繁 的 转 座 会 使 生殖 腺 中 的 许多 基因 失 活 并 造成 
染色 体重 排 ， 最 终 杂 交 子 一 代表 现 出 生殖 障碍 。 

杂种 生殖 障碍 的 程度 依 实际 发 生 的 了 成 分 转 诗 事 
件 的 数目 而 界 。 如 果 一 个 了 1 MARES RRS 
这 些 转 座 事 件 而 产生 生殖 细胞 ， 则 在 第 二 民 出 现 
RECN, EWR, CREE 
白质 因子 的 产生 和 积累 ， 转 座 闫 率 迅 速 王 降 ， 已 
经 转 座 的 了 成 分 则 有 可 能 在 新 的 划 点 上 被 固定 下 
来 。 通 过 杂种 后 代 的 分 离 ， 就 会 产生 许多 与 其 父 


有 有 趣 的 是 ，30 E EMATER RR RRE MW, 而 最 近 10 年 收集 的 划 见 
平 篆 为 了 型 。 BUREEE? 一 种 意见 认为 新 近 的 了 型 品系 来 自 书 成 分 在 最 近 妃 十 年 中 对 
这 型 果 蜗 的 侵入 。 如 果 是 这 拌 ， 了 成 分 要 么 超 深 于 其 它 驳 种 ， 要 么 是 在 最 近 才 通 过 某 种 遗传 
学 途径 产生 出 来 。 一 经 产生 便 汛 速 布 满 总 个 野生 群体 。 另 一 种 意见 认为 ， 在 实验 室 培 养 条 件 


下 P 成 分 的 存在 具有 选择 负 劳 ,会 逐渐 失去 。 


ERRERA P 成 分 已 消失 玛 尽 。 
+ dB, 


30 多 年 前 的 果 蝇 品系 可 能 本 来 多 为 了 型 的 ; 但 


了 成 分 造成 的 杂种 生殖 障 得 可 能 是 物 逢 形成 中 生 将 隙 离 的 一 秒 手 段 。 如 呆 一 个 物种 前 醒 
个 群体 在 地 埋 卫 离 的 情况 下 各 当 出 现 了 ? 成 分 类 的 转 座 元 ， 那 么 不 同 群体 之 问 的 基因 交流 就 
会 受阻 健 ， 它 们 之 间 由 地 理 隔 离 继 而 发 展 为 生殖 隔离 。， 景 后 导致 新 物种 的 形成 。 


四 、 法 米 的 转 座 藉 分 


妈 年 代 , 人 们 发 现 玉米 细胞 分 型 中 时 常 则 现 某 些 基因 突变 ,是 由 一 些 被 称 为 控制 成 分 的 遗 
传 成 分 在 基 辕 组 中 变 挟 位 置 而 引起 的 。 控 制 成 分 在 新 的 半点 位 置 上 的 插入 可 以 造成 基因 央 活 
或 改变 附近 基因 的 表达 活性 ,产生 出 原 有 基因 的 新 等 位 基因 。 由 于 控制 成 分 有 可 能 切除 失去 ， 
因此 这 些 等 位 基因 很 不 稳定 , 故 称 为 可 变 等 位 基因 (mutable alleles) 控 制 成 分 丑 失 或 转移 他 
处 后 ,不 稳定 的 可 变 等 位 变 基 因 即 成 稳定 的 等 位 基因 {但 不 一 定 回复 到 原来 的 状态 )。 此 外 , 控 
制 成 分 的 存在 可 以 导致 染色 体 断 虱 ,造成 附近 染色 体 区 域 的 缺 拓 ,重复 、 倒 位 或 易 位 。 

下 米 中 有 好几 组 控制 成 分 , 如 Ac-Ds, Spm 和 Dt 等 不同 玉 米 品系 中 它们 的 数目 和 插入 
位 置 很 不 相同 。 同 一 组 控制 成 分 的 未 同 成 员 又 西贡 为 两 大 类 ， 一 类 叫 自 主 (autonomous) 成 
分 ,它们 具 省 使 育 身 切 除 或 转 夭 的 雍 访 ; 另 一 类 叫 非 自 主 tnonautonomoua} 成 分 ,它们 只 有 在 


局 -组 自主 成 分 存在 时 才能 切除 或 转 座 。 互 着 斌 a 
验 素 明 ， 自 主 成 分 对 非 自 主 成 分 的 互补 效应 是 反 ao F? 
式 的 ， 非 自主 成 分 大 不 超 源 村 丢失 了 肖 主 转 座 功 一 
能 的 成 分 ,如 各 种 Ds HUT Aco aed Za 
研究 得 较 多 的 控制 成 分 是 Ae-Ds 系统 ,其 中 > 一 一 
Ac (activator) AA ERA Ds (dissociation) — ae 
AERA. TE Ao 成 分 的 激活 下 ，Ds 成 分 可 以 e” ce 
ERARIALE HU A PALE OE BR A a P5 et amig 


ARAE., Ds 成 分 的 插入 也 能 造成 染色 体 断 
BRRR Ds 成 员 有 不 同 的 大 小 ,可 以 从 0.4Kb owwa 和 一 一 一 一 一 一 一 哺 
BL4Kb; 而 Ac 全 长 4.5 Kb, BARRY A 194bp tee 
11 bp 的 完美 倒转 序列 ;而 靶 点 的 同 向 重复 则 可 以 
6~8bp, Ac 成 分 上 的 两 组 ORF 从 中 间 开 始 向 着 
BOHR SRR eG To 8, Ac-Ds 成 分 Dady Preven 405 bp $R- 
的 结构 未 于 图 11-36。 

ET Ac 成 分 和 Ds 成 分 的 具体 转 座 机制 还 Rus Ac RART Ds 成 分 的 结 
不 消 范 ， 但 它们 的 续 记 常常 伴 隧 尖 在 给 让 位 置 上 。。 each sasha 
的 消 类 ， 这 与 细 痪 转让 元 的 转 席 机 制 不 同 。 当 它 。。 加 上 上 Ae Ds 所 交合 只 有 的 T1 bps 
们 在 给 点 位 置 上 切除 以 后 , 留 下 6~8bp 的 同 向 重 便 转 重 复 所 组 成 ， 它 插入 乙醇 赔 得 酶 基 
复 序列 ( 右 时 不 完全 相同 ,可 能 是 蕊 除 前 或 切除 后 AREA. C.-C HDD BR 
产生 的 突变 而 引起 的 )。 这 新 是 Ac 或 Ds 成 分 兽 Ac RABOTA AHA DAE. 
经 到 过 这 里 而 入 下 的 脚印 。 


Dih 有 一 一 2522 bp BE 一 
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第 八 节 “” 真 核 生 物 中 的 转 座 成 分 (二 ) 一 一 还 原 毒 病 *a 


一 、 通 过 DNA 中 间 体 复制 其 基因 组 有 NA 

还 原 闪 用 与 其 寄主 细胞 有 着 似 为 密切 的 关系 。 尽 管 还 原 赋 毒 基因 组 RNA 为 正 证 RNA， 
但 是 对 论 是 其 基因 产物 的 由 达 还 是 后 代 病毒 的 产生 都 必须 通过 一 个 DNA 中 间 体 。 这 个 DN 
中 间 体 以 整合 状 套 存 在 于 细胞 基 围 组 中 。 这 个 中 间 体 叫做 原 病 毒 (provirus)。 原 病毒 作为 其 


ERREZE 


Phil Ff | 


病毒 mRNA 


病毒 基因 组 RN 
A | 
ERAEN “ N 


Fa 
‘ 整合 的 原 病 毒 


| 


Cr eae | 
11-37 RAE SAA. SORRE SS So LE d 


Rhee, AEA, CERT Re EAE DNA 的 合成 ， 然 
后 进入 细胞 炉 并 整合 到 基因 组 中 成 为 原 病 毒 。 BY SEP E MRNA 和 后 
Tad nbd A RNA, 
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河 纪 的 一 部 分 , 可 以 随 着 细胞 基因 组 的 复制 各 细胞 分 裂 而 传递 下 去 。 SiR EEN 3a :或 
F mRNA 均 由 未 经 修饰 的 寄主 转录 机 器 (了 NA RARI) 以 原 病毒 DNA 为 模板 转录 产生 
病毒 蛋白 质 将 病毒 RNA 包装 成 病毒 核 粒 (nuoleocapsid) 以 出 芽 方 式 “ 分 小 ”到 细胞 外 在 出 
大 对 程 中 ,非得 了 由 细胞 膜 和 病毒 糖 鼻 白 构成 的 外 膜 (enyelope) 而 成 病毒 粒子 (ipion)o 在 通 
WER TF BEANIE RARE) eee ES I EP ERR EA 
ARARE ERAREMA A Be TT A. LRP 11-37, 

SR SEE At BS BUR: RNA 在 细胞 质 内 进行 的 反 转 录 和 双 链 DNA MARU REA 
过 程 全 由 逆转 村 本 所 催 化 ,而 病毒 RNA 基因 在 刚 侵入 细胞 后 又 不 能 表达 , 因此 北 转 录 醇 分 子 
必定 存在 于 病毒 粒子 中 ,在 侵 染 时 与 基因组 RNA 一 起 进入 细胞 质 内 。 这 是 所 有 的 还 原 病毒 的 
RERE. 


=, ARAR AEEA 


FERR BS SR RE OT A RRRA W AAR EER A 
以 及 与 之 部 分 互补 的 寄主 的 两 个 tRNA 分 子 。 由 于 每 个 病毒 粒子 中 有 两 个 单 链 RNA 拷贝 
因此 其 误 传 行为 类 似 于 二 俏 体 。 一 个 拷贝 的 某 个 基因 天 淆 以 后， 另 一 拷贝 可 以 超 反 式 互补 作 
用 。 然 而 ,它们 存在 两 个 持 员 的 实际 生理 意义 还 不 清楚 ,可 能 是 有 利于 损伤 修复 和 增强 重组 将 
H 

还 原 将 毒 基因 组 RNA 长 7 000~10 000 RÆ, MERARI TIL fii Daa SE A 结 
构 均 很 相似 。 典 迎 的 还 原 病 毒 月 三 个 蛋白 质 编码 基因 ， gag (group-specific antigen) 编 码 
一 个 多 蛋 身 质 前 体 ， 然后 经 灾 译 后 处 理 成 为 几 种 核 往 蛋 自 质 * pa 与 gag 共同 编码 一 个 多 蛋白 
D UI SR BE A E ERE eno BSE HS A, 最 近 还 发 现 人 类 
T KAMARA HTLV I A HTLV I 以 及 AIDS NBME AAS RAB RR 
活 因子 的 基因 (pzy dor, tot 等 )， 这 些 转录 激活 因子 能 极 大 地 增加 病毒 基因 的 表达 。AIDS yy 
毒 还 含有 别 一 些 在 其 他 还 原 病 毒 中 所 没有 的 基因 。 此 外 ， 在 一 些 还 原 病 宕 基因 组 中 还 包含 能 
HL S| BY EI (one 基因 ) ,如 RSV 中 的 sre 基因 。 

还 原 病毒 基因 组 两 端 还 有 很 长 的 非 编码 序列 。 在 5 RATER TE 3 BA poly (A) BB 
马 。 除 丁 这 两 个 转 兴 后 加 工 的 产物 之 外 ,基因 组 本 身 在 两 绸 有 完全 相同 的 10 一 80 BRA TE ap 
复 序列 及。 在 两 个 也 片段 的 内 侧 ,，5/ 靖 部 分 为 80 一 100 碱 基 长 的 Uo (unique to the 5 ond), 
2 上端 部 分 为 170~1 250 碱 基 长 的 Us(unique to the 3 end)。 在 Us 的 内 全 为 引物 结合 位 点 
PB(primer binding) ,这 个 引物 就 是 在 RNA 基因 纽 复制 时 从 寄主 细胞 中 从 来 的 +RNA。 让 
KAHERA R tRNA 的 种 类 也 不 同 K 如 RSV 中 是 t+RNAT”), 然而 这 些 ERNA PREM 
38 末端 部 分 与 PB 位 点 互补 以 便 在 侵入 细 胸 质 后 引发 DNA 的 合成 。 送 转录 酶 各 所 有 的 DN A 
RMF RAN BS DNA 链 的 合成 ,而 必须 在 引物 的 3-OH 上 进行 延伸 。 图 
11-38 表示 几 种 有 代表 性 的 还 原 病毒 的 基因 组 结构 。 


=, FARRER RNA SARS DNA 的 转变 过 程 


SEE BT Be EA Te BE SE 
RNA 分 子 转 变 为 双 链 DNA 分 于 并 整合 到 寄主 细胞 基因 组 中 以 使 RNA RAG LABS HE Ti 
HR. KARAREHE E RNA 基因 组 的 精确 拷贝 ,而 是 在 8 端 增加 了 Us, 在 3 
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图 11-38 四 和 再 还 原 病 每 基因 组 的 结构 。 大 多数 还 原 病 毒 都 像 忌 自 南 病 病 毒 (MLV) 屠 
HERA gag, pol, one 三 个 基因 和 构成 3 少数 含有 one 基因， 如 RSV, 而 HTLYI; HTLV I 
和 AlDS 病毒 有 更 为 复杂 的 结构 。 注 意 AIDS 病毒 的 tat 基因 中 含有 一 个 内 元 。 


SINT Das 产 主 了 两 个 完全 相同 的 正 向 重复 序列 UsRUs, 称 为 长 来 端 重复 LTR(long ter- - 
minal repeats), KAM ES ee Rie eS A OREM poly(A) 尾 巴 的 信号 。 

病毒 粒子 进入 纲 胸 质 以 后 ,基因 组 RNA WSEAS A, BEER 
BBLA CRNA 为 引物 ,以 UsR 为 模板 ， 反 向 转录 产生 cDNA (KH 100 一 200 RER. TE 
RAPER S And, KER RNAase H 活性 切除 了 一 才 拷贝 过 的 模板 。 于 是 新 生 的 
DNA 序列 UIR 则 借助 于 R 与 了 的 互补 关系 与 3 KAN R AA OBOE), A 
此 产生 了 新 的 模板 -一 引物 撕 配 。 利 用 这 新 的 模板 一 一 引物 措 配 ,着 转 录 酶 能 产生 全 部 RNA 
基因 组 的 互补 链 。 为 了 转变 成 双 链 DNA ,在 RNA 模板 Us 序列 的 左边 有 一 个 切割 位 点 ,从 这 
EDR RNA, FL SOH 为 引物 ,开始 了 正 链 DNA 的 合成 ,产生 了 正 链 DNA 的 UsRUsPB 
部 分 。 然 后 出 现 了 第 二 次 跳 胜 ; 即 tRNA 被 RNAase HEEB. 正 链 上 的 PB EATE 
与 负 链 上 的 PB 序列 互补 ， 然 后 了 NAase H 河 性 又 降解 了 整个 基因 组 ENA。 最 后 将 两 条 
DNA 链 的 合成 进行 到 底 ， 旭 产生 具有 长 示 端 重复 URU 的 双 链 线形 DNA, 这 一 过 程 示 于 
到 11-39。 侈 部 过 程 都 由 道 转录 酶 押 角 化。 在 这 个 过 程 中 该 酶 必须 有 四 种 活性 ; RNA 所 指导 
i) DNA ROME, DNA 所 指导 的 DNA RAMEE, RNAaso H 活性 和 位 点 特异 性 的 
RNA 切 刻 酶 活性 (位 于 Us 的 5 端 )。 


+ 452 + 


HA 
ERAR 5 3 52 


(ER Rou re oy pol vor ta a 
| ecmonmonenon 
Fs 
p'u pa gog pot ew ip a a 
RNAa ae H RER N R f Us 
Pius, ge 
g 7 TTAda 


vo gr pal ew Us 


ft ONAR EMRE 
RNA 3 ‘3B APR EE fh 


CR 


DNA & RH 3) PAs AE RNA OH ip 


pot 
Eh DRO RNA EER 
者 分 开始 降解 


.pol 


jem ak. NbU Rk GPS 


. 4539 


RNAaseH 麻 迷 六 tRNA 和 其 余 
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|r DNA 链 合 成 完毕 
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图 11-39 ”还原 病毒 的 线形 双 链 DNA 的 合成 过 程 。 这 一 过 程 所 需 
的 各 种 酶 活性 全 部 由 溢 转 录 梅 所 提供 。 


在 细胞 质 中 人 对 成 线 状 的 原 痛 毒 DNA ME REAREA AA, 在 细胞 核 内 转变 为 环形 分 
学 。 有 的 环形 分 子 会 有 一 个 LTR， 可 能 是 通过 线 状 双 链 DNA 的 两 个 LTR 之 问 的 同 源 重 组 
后 产生 :有 的 环 状 DNA 分 子 含有 紧密 相连 的 同 向 LTR, 是 通过 线形 双 链 DNA 末端 直接 连接 
而 产后 的 ,这 种 连接 酶 可 能 是 寄主 细胞 核 内 的 成 分 。 
还 原 病毒 的 整合 过 程 还 不 十 分 清楚 。 这 ' 一 过 程 需要 病毒 编码 的 整合 酶 。 臣 个 到 寡 主 细胞 
基因 组 中 的 原 病毒 DNA 总 是 比 线形 票 病毒 DNA 每 端 少 两 个 bp 其 余 则 完全 相同 。 对 于 划 
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点 的 选择 是 戎 视 的 。 先 点 序列 产生 4 一 6 bp 的 倍 生 。 每 个 被 侵 染 的 细胞 通常 有 1~10 个 原 病 
ATE A, MARRE DNA 上 与 细胞 基因 组 DNA ERR TARE STG 
OA3'。 TEL MERRY Ty 成 分 , 果 蜗 的 copia 成 分 以 及 Mu 哄 获 体 的 两 端 也 都 是 同样 的 序 
列 , 可 见 它们 之 间 是 有 进化 上 的 密切 关系 。 还 原 病毒 的 整 合 过 程 示 于 图 11-40, 
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LTR 不 但 提供 了 整合 所 必须 的 来 端 ， HET RAR RS, BRS 
非常 有 效 的 ， 加 上 基 些 还 原 病 毒 有 自己 编码 的 转录 激活 因子 ， 有 时 在 被 偿 染 的 细胞 中 ， 总 
mRNA fy 10% REAT RNA LTR 的 Us 序列 中 售 很 强 的 启动 子 ， 在 -25 和 -~ 80 RE N 
W TATA 序列 和 OCAAT 序列 。 帆 子 位 点 位 于 Us MR 交界 处 。 在 远 上 游 有 转录 的 增强 子 ， 
常常 以 两 个 同 山 重 复 的 长 ?0~100 bp 的 序列 存在 。 还 原 病 毒 的 增强 了 与 8VY 名 的 增强 子 具 
ARARE RREZE MRY BV40 的 增强 子 ( 图 11-41)。 
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国 11-41 WS LIRRTEARSA RAAR . RAAR 
R ILRARMLY). Bree ROE AER HRE 
PRETOR AR EH Al OES 
原 病 毒 基 因 和 由 RNA RAN IARR FSR GA SE EA LEA. 

转录 产物 在 卫 序 列 的 3 OREN Ply A) RE, 它们 有 两 种 不 同 的 命运 一 种 是 转运 到 细 
胞 质 中 作 后 代 病 毒 的 基因 组 RNA, 另 一 种 是 作 JnRNA 而 翻译 产生 病毒 所 必须 的 蛋白质 。 还 
原 病毒 的 基因 表达 有 阔 复 杂 的 转录 后 处 理 利 翻 译 后 处 理 * 这 里 不 能 详细 氛 述 ,只 将 其 主要 方面 
RPE 11-42, 


五 、 还 原 病 害 的 痛 基 因 肥 其 起 源 


交大 多 数 还 原 病毒 可 以 在 寄主 体内 诱发 肿 搜 的 产生 。 园 时 许多 述 原 病毒 还 能 将 组 织 培 养 
的 正常 动物 细胞 诱导 成 生长 不 受 限 制 的 状态 ， 这 一 过 程 叫做 转化 (transformatioa)。 只 含有 
gag, Pol 和 ervey 基因 的 还 原 病毒 仅 能 以 很 慢 的 速度 在 体内 诱发 肿瘤 ,不 能 转化 培养 细胞 ,这 些 
SEE BOW (weakly oncogenio) 还 原 病毒 。 有 此 还 原 病 毒 能 够 转化 组 织 培养 的 细胞 ,并 能 
迅速 地 在 动物 体内 诱发 肿瘤 。 CMER (highly onoogenic) 还 原 病毒 。 除 了 gag, pol 
和 enw 外 , 强 致 癌 病 毒 基 因 组 还 含有 另 一 个 基因 ，* 即 瘤 基 因 (oncogene, 通称 onc)。 比如 研究 
饶 允 的 强 致癌 病毒 一 一 鸡 劳 斯 内 准 独 于 的 arc 基因。 

有 些 强 致癌 还 原 病毒 中 gag, “pol 或 say SHARKS RRMERAB, DHE 
Ac Sp oA Le WR I DT 3g eh A ERRE CP HME M helper virus) RERA 
其 制 繁殖 自己 。 所 有 的 强 致癌 还 原 病 毒 中 ,除了 RSV Os} PRP RR. - 

从 还 原 病毒 的 omc 基因 产物 分 布 来 看 ,大 多 数 都 分 市 在 细胞 质 隐 附近 , 可 能 是 主要 通过 影 
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FAH mRNA, TRARA MENA 使 用 的 原 裙 转录 物 中， 有 90 骆 的 翻译 产物 
在 9ag BARROS GAIL, BANS 可 以 通过 无 义 抑制 产生 通读 ， 产 生 
sag pI Zea, HAREM LARS, ASTEEN. 
manbai SRG aS ASD BNE BN A SE SFT OS 
fy FP ey Ps CBD 7 EET OE) AERP RR AER ESR one 基 
六 产物 据 络 大 多 数 。 根 据 基因 产物 的 分 布 和 功能 ,on6 AEP A} yd ze 11-7 所 示 的 六 类 。 
BR DIA hI RG T ono 基因 后 演化 而 来 的 , 那么 on4 基因 又 来 自 何 
BEDA? DL v-sre 基因 为 探 针 和 正常 动物 细胞 中 的 DNA 作 男子 杂交 , 续 果 发 现 鸡 正常 细胞 DNA 
中 的 确 容 在 着 可 与 Y-sre 基因 杂交 的 基因 ( 称 为 -srax 意 指 网 胞 )。 分 子 杂 交 试 验 还 吉明 哺乳 
类 、 鱼 类 甚至 果 电 的 DNA 中 也 有 ore 基因 。 进 一 步 分 析 证 明 , 除 了 o-sre 基因 有 内 元 而 v- 
sre RARA 二 者 在 镀 基 序列 上 十 分 相似 。 在 另 一 个 实验 中 ， 用 内 去 一 小 段 v-r 基因 的 
RSV 侵 染 鸡 细 胞 ,房产 生 的 后 代 病 毒 中 一 部 分 重新 获得 了 完整 的 v-sre 基 因 。 星 然 ,v~s76 的 缺 
失 部 分 是 由 锅 胞 的 6-s76 基 固 提供 的 。 忆 上 结果 说 明 还 原 病毒 的 Y-onc ERR HREM o- 
one 基因 。 除 了 RSV 外 ,在 许多 鸟 类 和 彤 乳 动 物 的 强 致 痪 还 原 病 几 中 已 分 别 发 现 了 20 余 种 与 
TEE HUA BSA SEY v-oe 基因 ,它们 的 名 称 来 自 最 早 被 发 现时 所 在 病毒 的 名 称 ,如 
sro 来 自 Rous Sarooma vivus, fes 求 肯 feline sarcoma virus GEAR), Bare A 
ARAM oc HALA. MPRA 5.4 Kb, SOM RM EAK AS Kb, $ 
管 它 们 的 长 度 差异 很 大 , 但 却 具有 有 类 似 的 内 元 一 一 外 元 结构 ， 其 蛋 自 质 产 物 均 为 21000 道 尔 
顿 ,在 序列 上 有 一 定 的 相似 之 妈 , 这些 蛋 白质 位 于 瘤 细 胞 的 细胞 膜 外 侧 ， 与 强 致 痪 还 原 病 毒 的 
one Ey ys Ls ARR A a Sg Harvey Py ayes Mir ost a AA CL, AS Kir- 
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BNA REE 1 的 转 某 激活 因子 AP1, H 
ARAH TGACTOA 


sten FRAY ras 基因 相似 。 这 些 人 类 one At h TE AHH R ALR (protooncogene) 
REME. ANT RE RW RAR. HAS Re A SP Ee 
TARRA FD a Oe BH F (GGO+GTC), 

既然 正常 细胞 中 含有 o 基因 ， RGAE PUR TY -ona 却 有 强 
WERA? 一 种 假说 认为 , e-one 基因 编 久 关键 调节 惟 白 ， 正 常 状态 下 c-one 的 表达 活 
性 很 条, 其 产物 的 量 足 以 维持 正常 生长 但 不 足以 破坏 细胞 的 调控 平衡 ,而 还 原 病毒 的 LTR 只 
有 很 强 的 启动 子 活性 ,由 它 控制 的 Y-one 基因 表达 的 效率 高 , 产生 过 量 的 产物 , 破坏 了 调控 平 
衡 ,使 细胞 生长 不 下 受到 限制 , 也 就 是 说 c-one 和 v-ono 功能 上 的 不 同 在 于 它们 表达 活性 的 不 
同 。 另 一 种 假说 认为 ， -one 和 o-onc 基因 的 矿 基 序列 有 一 些小 的 人 差异， 这 种 差 蜡 决定 了 v- 
ono 的 强烈 玛 痛 作用 ,与 之 相反 ，6-0me 的 求 村 功能 是 调节 细胞 生长 。 灾 持 前 一 种 假说 的 证 据 来 
自 对 弱 玛 痛 病 素 机 理 的 研究 。 前 面 讲 过 ， 不 含 V-ont RE HARE OER USE AES E 
WR, EER Rey ROR LY BRA c-on 基因 的 上 游 贴近 处 ， 四 于 原 病毒 可 以 
提供 强 岩 动 子 功能 或 增强 子 功能 ,因此 附近 的 -one 基因 的 吉大 活性 癌 以 大 大 增加 , 这 在 效果 
LSB PAL REP TAY Y-onc 的 功能 。 这 里 发 生变 化 的 不 是 om6 RAES TECH Sea 
伺 。 支 持 后 一 种 假说 的 证 撮 主 要 来 自 对 瘤 细 胞 中 和 正常 细胞 中 one 基因 诬 殉 的 比较 。 如 前 文 
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中 提 到 过 的 人 类 癌 细 胞 的 3 种 one 基因 多 与 正 党 细胞 的 c-one 基因 有 微小 差异 ， 但 目前 尚 不 
知 这 些微 兴 差 界 是 否 足 以 致 瘤 。 

综合 以 上 讨论 ， 可 以 认为 至 少 相当 一 神 分 肿瘤 的 形成 是 由 于 ，(1》 向 细胞 中 莒 入 处 在 强 
启动 子 控制 下 的 one SERS CAN v-one) , 强 致 滴 还 康 病毒 的 致 涡 原 因 可 能 在 于 此 ; (2》 向 网 胸中 
导入 能 够 大 大 提高 oon 基因 表达 活性 的 自动 子 或 增强 子 ， 纲 致癌 还 原 病 毒 的 作用 可 能 在 于 
ths (3) 产生 提高 c-one 基因 表达 活性 或 改变 c-on 基因 产物 功能 的 突变 ,各 种 物理 、 化 学 诱 
变 剂 的 作用 可 能 在 手 此。 
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图 11-43 RROASE von EREET ELE 


还 原 病毒 是 如 何 从 寄主 细胞 中 获得 onc 基因 的 呢 ? 目前 对 这 一 问题 的 解释 见 图 11-48, 
还 原 病 毒 整 合 到 寄主 染色 体 的 cone 基因 上 游 ， 然 后 染色 体 上 出 现 一 段 缺失 ， 使 原 病毒 和 e- 
on 融合 到 一 起 ,这 样 c-one 基因 的 转录 便 处 在 原 病毒 左 端 LTR 强 启动 子 的 控制 之 下 "斯 合成 
的 RNA 务 子 包括 病毒 序列 和 on 序列 两 部 分 ,经 过 RNA 拼接 去 掉 内 元 。 在 细胞 内 含有 正 
常 诛 病毒 拷贝 的 情况 下 , 这 种 RNA 分 子 可 以 和 正常 病毒 RNA 分 子 一 起 包装 进 病毒 颗粒 , 在 
下 一 轮 仿 染 中 ,上 述 病 毒 中 的 两 种 RNA 分 子 都 被 反 向 转录 成 线 状 双 链 DNA， 再 通过 正常 病 
者 DNA 和 含有 onc AMR DNA 之 问 的 重组 (很 可 能 是非 同 源 的 异常 重组 在 om 基因 
的 右 全 加 上 一 个 LTR 重复 单位 , 这样 的 病毒 DNA ay Se aE DNA 中 并 繁 入 自己 。 
EEZ RHA one 基因 和 细胞 中 的 one 基因 各 自 积 所 突变 而 分 道 扬 馆 ， 最 后 分 别 演化 成 
今天 的 romne 基因 和 o-onc 基 因 , 当 然 , 还 原 病毒 同样 能 够 以 上 述 方式 捕获 细胞 中 的 其 它 基因 ， 
但 这 往往 会 给 病毒 的 生存 带 来 不 利 , 因此 通常 很 快 就 被 负 向 选 译 从 群体 中 淘汰 掉 ; 而 om 基因 
能 促进 细胞 生长 ,加 快 分 型, 具有 选择 优势 ,所 以 含有 7-omc 基因 的 还 原 病 斑 能 一 直 存在 繁衍 。 
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转 座 元 衔 生 而 来 。 出 于 现在 万 有 的 还 原 测 老者 具 用 相似 前 结构， 次 此 它们 很 可 能 来 自问 一 个 
iene T BABE ASE BE Cen R Se LN Pa A NOS S ERTA eB DNA 

AEA (pol) BUM. 由 此 产 牛 的 转 座 成 分 具有 TITR-Pof-TLTBE 的 结构 ,其 中 的 pol 基因 在 
elemental SREP ROLLA RE HE AE DNA RR EKEN 
DNA HR GRUNER EY, MAA gag 和 emw 基因 的 前 身 。 此 时 ， 
BA pol, gag hl en 基 四 的 转 座 成 分 便 具备 了 作为 病 几 的 必要 条 件 ,形成 了 以 还 原 病毒 的 侵 染 
繁殖 方式 以 六 增 自己 的 能 力 。 在 由 转 座 元 到 还 原 病毒 的 进化 中 ,原先 的 转 座 能 力也 许 已 随 若 病 
都 便 染 能 力 的 出 现 而 逐步 消失 ,但 也 许 目 前 依然 起 卷 作用 。 现 在 尚 无 完 中 证据 证 明 原 病毒 的 整 
合作 用 是 病毒 线 状 双 链 DNA 分子 本 身 的 直接 镍 入 还 是 像 典 型 的 转 座 元 那样 伴随 着 病毒 DNA 
分 子 的 复制 :也 无 证 据 证 明 原 病害 是 否 能 像 典型 转 座 元 那样 以 转 座 的 方式 在 寄主 DN 如 上 捅 入 
新 的 将 忠 。 不 管 怎样 ,由 转 座 元 向 病毒 的 进化 使 有 关 的 DN 和 序列 获得 了 在 细胞 间 , 个 体 闽 和 
PAREN ART RAAB TRE DNA 序列 措 贝 扩 增 的 广度 和 效率 ,因此 在 进化 上 是 
有 剩 的 。 

还 有 人 提出 , 困 蝇 的 copia 成 分 可 能 是 目前 尚未 发 现 的 还 原 病毒 。 在 组 织 培养 的 果 蜗 细 胎 
中 已 经 发 现 了 类 似 还 原 病毒 的 颗粒 ,其 中 含有 Sb 长 的 RNA, F copia 等 长 。 KERRE 
粒 中 含有 递 转 录 醚 和 长 为 5&b 的 RNA 分 子 , 更 重要 的 是 类 病毒 颗粒 中 的 5Kb RN 人 能够 与 
copia DNA 杂交 。 这 些 发 现 强 有 力 地 支持 了 co8ia 成 分 是 某 种 还 原 病毒 的 原 铀 毒 这 一 观点 。 联 
系 到 前 文中 关于 还 愿 病毒 由 省 代 转 座 元 条 人生 而 来 的 讨论 ,可 以 认为 copi 成 分 可 能 古 正在 向 还 
原 靖 毒 演化 的 转 座 元 , 它 忆 具 省 了 编码 逆转 录 酶 及 病毒 颗粒 蛋白 质 的 基因 , 但 还 不 完备 ,目前 
尚 不 能 形成 具有 保 染 能 力 的 还 原 病 者 里 粒 * 而 具 能 在 细胞 内 采取 还 原 转 座 的 方式 (以 RNA 为 
媒介 ) 进 行 紧 衍 。 昂 一 部 分 人 认为 ， copia RAK A TIERE ER AE A BY ERRIREN 
街 生 物 。 如 果 是 这 桩 , 则 天 明 转 座 元 和 还 原 病毒 (可 能 还 有 其 他 病毒 ) 之 问 可 以 世相 转变 。 


第 九 节 | RAL a Fe Mk oh ED] aa a ak E 


一 ,概述 


KA PAE ERT RNA Re I 和 RNA ROM RP, 而 
FRAMERS ESHER GA RNA Hy ES A SR eT SY 
ER (preproinsnlin)I AEPA MRNA KEREP Y 而 且 是 存 转录 活性 的 返 座 基 
因 ， 另 一 个 是 不 完全 处 理 的 U2 snRNA 假 基因 。 通 过 返 座 作 用 产生 的 假 甚 因 称 为 返 座 假 基因 
《zetropseudogene)。 来 自 于 完全 处 理 的 mRNA 返 座 假 基 因 全 部 具有 poly (ABER A 
元 ,成熟 mRNA 的 夏 基 序列 很 少 受到 航 动 ,但 有 时 某 一 端 (5 端 或 3 端 ) 有 被 删节 的 现象 。 非 
病毒 返 座 元 在 返 座 时 产生 抽 点 序列 的 俏 生 ,长 度 一 般 介 于 7-21bP; 然 而 ,它们 本 身 的 正 向 重复 
序列 或 长 或 短 , 其 至 完全 没有 。 有 趣 的 是 , 才 点 序列 售 生 的 长 度 对 于 返 座 成 分 米 说 并 不 是 特 征 
PER, Pin ASE Alu 序列 两 端的 车 点 俯 生 长 度 可 以 从 9bp 一 直到 21bp。 

非 病人 毒 返 座 抑 的 最 大 特点 用 是 它们 没有 共同 的 结构 特征 。 其 长 度 可 以 从 33bp(U 2.1 候 
基因 ) 一 直到 6 Kb 以 上 (LINB1)。 尽 管 返 座 光 常常 有 Y 末端 poly (APA, BE KER 
soRNA 各 偶蹄 类 的 SING 重复 序列 都 没有 Poly(A) FRA], BR, 由 于 RNA RAM TA E 
的 产物 均 可 以 返 座 , 可 昂 5 端 结构 (如 帽子 或 三 殉 酸 慧 团 ) 和 3’ PACT poly(A) RARU] 
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SRE LILLE A RR RR Es AV ER 
ARE RARER. 


=. RNA RGR 1 RRFE HUES ASAE S A 


MEPE RNAR AM BSP NEE BE LP SRR A FEREN MRNA , 
2 来 端 总 站 有 Poly(A) FFI, HE TPS Fc BRE EO 端的 帽子 位 点 。 但 5 UO 
象 也 并 不 少见 。 可 能 的 床 因 有 错误 的 拼接 * 或 返 座 以 后 又 有 别 的 转 座 成 分 的 擂 入 。 当 然 也 不 能 
排除 道 转录 不 彻底 的 可 能 性 ,但 是 大 虽 的 RNA 聚合 酶 工 转录 产物 的 返 座 假 基因 都 是 全 长 的 ， 
EAU ARR Et RAS EU o 

Hit BNA RAN I 的 启动 子 总 是 在 转录 序列 的 上 游 ， 因 此, 几乎 全 部 的 这 类 返 座 产物 
都 是 返 座 假 基因 。 由 于 假 此 因 不 受 选 择 压 力 的 制约 ,逐渐 积累 了 很 多 突变 。 然 而 也 不 能 排除 这 
样 的 可 能 性 , 送 座 元 返 座 于 茶 一 个 外 源 启 动 子 的 下 游 面 获得 转录 活性 ,网 的 一 个 读 过 内 元 的 铬 
话 蛋 和 白 藻 因 可 能 就 是 这 种 情况 ,不 过 ,还 没有 确 当 证 据 ,而 大 鼠 和 小 鼠 前 胰岛 索 床 1 基因 是 由 其 
祖先 天 因 启动 于 上 游 和 开始 的 茶 种 连续 转录 物 经 部 分 转录 后 处 理 ( 加 poly A 尾巴 和 除去 一 个 内 
元 ?然后 返 座 而 产生 的 。 将 鼠 类 的 前 腊 岛 素 原 工 和 IL 的 基因 与 鸡 狗 ,豚鼠 ;人 类 的 单 拷贝 (在 
单 倍 体 基因 组 中 ) 前 腊 岛 素 原 基 办 进行 比较 ,就 可 以 知道 鼠 类 的 I 基因 是 原 慢 基因 * 因 为 它 与 
其 他 动物 的 单 拷贝 基因 一 样 , 基 有 了 两 个 内 元 ,小 的 一 个 位 于 5 端 非 编码 序列 中 * 大 的 一 个 位 子 
CRAB RAE, WIZA RREA 5’ 端 非 缩 码 序列 中 的 小 内 元 。 工 基因 和 I 基因 都 其 有 
欧 高 的 转录 活性 。 这 两 个 基本 相同 的 基因 一 定 受 到 选择 压力 的 制约 ,因为 二 者 编码 的 A 链 和 
B 链 尘 全 相同 , Mi 0 MFM EAELR TRE (O ROEM MRT). BWR RE 
原 工 基因 可 能 并 菲 是 真 核 生物 唯一 的 有 功能 的 返 座 基 因 ， 播 蚁 (ORironomws) AAA TEE 
由 基因 可能 又 是 一 说。 

训 怪 的 是 ,在 各 种 真 校生 物 中 , 电 乳 动物 的 返 座 现象 最 为 常见 ,例如 哺乳 动物 育 20~30 个 
SEERA. WPA. BARAT 2 靖 乳 动物 中 SRR 
SNORE BoE ae EARE 25 EL A A de 200 个 拷贝 以 上 。 

在 RNA RAM I PRONE A- -REARS PR Re ee, 叫做 长 散 
dy SER) (long interspersed repeated sequences), 简称 LINKS, 或 称 为 LIN 卫 1 家 族 
CR LINEA ARI. MA Bagh LINE 1 HRA 20 000~50 000 个 拷贝 ?长 6 一 7 Kb, 3? 
HASSE A 的 序列 ， 前 画 有 时 还 有 多 聚 腺 背 酸 化 的 信号 。 也 有 人 议 为 LIN 了 1 家 族 是 位 子 
该 成 分 上 游 的 RNA RAN I 启动 子 所 进行 转录 的 通读 产物 返 座 而 成 的 。 LINE 1 家 族 通 党 
有 一 个 或 几 个 开放 阅读 框 , 其 产物 还 不 清楚 。 有 人 推测 ，LINE 1 家 族 可 能 并 没有 被 “冻结 ?9 
可 能 会 急 续 进行 返 座 作用 。 


=, RNA RERIK ORE 


许多 RNA RAR I 的 转录 产物 都 可 以 返 座 。 这 些 返 座 元 一 般 都 较 短 ,大 约 ?0 一 300bp， 
但 是 找 见 数 航 高 ,通常 在 100 000 以 上 。 这 些 返 座 元 称 为 短 散 布 重复 序列 (short intersper- 
sed repeated sequences) ,简称 SINEs ,一 个 SIN 瑟 索 族 中 的 各 成 员 之 问 ,都 有 相似 或 相同 的 
D RAT S 末端 。SINEs 通常 使 得 点 出 现 7 一 红 bp 的 倍 生 。 大 多 数 SINE 家 族 者 有 一 个 有 功 
能 的 内 部 启动 子 (RNA RTE 页 的 启动 子 )。 这 种 内 部 启动 子 能 够 转录 放 邻 的 染色 体 序列 。 
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人 类 的 Alu 序列 家 族 和 鼠 类 的 B1 序列 家 族 可 以 作为 名 NTEs 的 代表 。 

Alu 成 分 长 约 300 bp, 在 人 类 基因 纽 中 约 有 500000 个 将 贝 , 占 人 类 DNA 基因 组 的 
5~ 6%, AF AAR LINE 1 家 谍 , THE 1 家 族 以 及 poly(OA) 序 列 构成 人 类 基因 组 中 高 度 
重复 序列 的 绝 大 部 分 (由 于 AH 序列 家 族 中 又 可 分 为 有 一 定 序列 其 异 的 数 千 个 亚 类 ,每 一 类 有 
数 百 个 措 贝 * 有 人 将 Alm 序列 归于 中 度 重复 序列 ,网 第 二 章 )oAlu 序 列 为 ?78L RNA( 见 第 七 章 》 
的 返 座 产 物 , 但 与 7SL RNA 蒜 因 的 差别 是 , Alu 序列 由 两 个 不 完全 相同 的 单 体 组 成 ， SA 
体 比 ?SL RNA 基因 少 155 bp, 左 单 体 还 缺失 另外 31 bp (图 11-44), HF TEL RNA 是 由 


‘ATSLRNA (30001) 


tobp 


Eita 人 类 At 序列 与 7 SL RNA 的 关系 


RNA RAM IL 所 转录 的 . PEE Alu 序列 中 保留 了 两 个 RNA RAE N 的 启动 子 。 尽 管 
Alu 成 分 的 右 单 体 与 ?SL RNA 同 源 性 更 高 ， 然 而 其 中 的 启 水 子 是 没有 活性 的 。 只 有 在 左 单 
体 中 的 害 动 子 才 有 活性 。 其 原因 仍然 是 个 谍 。 

奇怪 的 是 ,在 人 类 基因 组 中 尽管 有 500 000 个 Alu 成 分 的 拷贝 ,但 是 并 未 发 现 单 休 Am 成 
分 。 面 与 lu 成 分 相当 的 也 类 Bl 序列 家 族 却 以 单 休 存 在 。 如 此 之 多 的 Alu 成 分 指 贝 可 能 是 
来 源 于 交 一 个 祖先 拷贝 《也 是 由 两 个 单 体 组 成 )， 然后 通过 返 座 作用 形 戌 新 的 AIu 序列 , 这 些 
新 的 Alu 序列 又 可 以 转录 而 返 座 ， 因 而 产生 了 庞大 的 Alo 序 测 家 族 。 这 一 祖先 拷贝 中 的 两 
个 单 体 可 能 来 源 于 同一 个 单 你 的 倍 生 ， 然后 通过 不 同 的 缺失 突变 而 演化 产生 的 。 今天 的 Alu 
成 分 是 否 还 在 扩散 ,有 许多 迹象 表明 ,这 种 扩散 过 程 仍然 有 可 能 在 进行 。 

由 于 RNA 聚合 酶 I 识别 内 部 启动 子 ， 因 此 Alo 序列 的 5 端 有 固定 的 超 虎 ， 这 是 不 难 
理解 的 。 在 Alo 序列 扩散 ( 返 座 ) 过 程 中 ， 同 样 能 够 保持 这 样 的 5 端 序列 。 而 RNA RAN I 
的 转录 终止 点 通常 外 于 一 串 工 之 中 , 因而 Alu 成 分 的 转录 产物 的 末端 U 能够 与 AJa 成 分 本 
身 所 具有 的 An 配对 (在 同一 转录 物 中 }， 从 而 引发 互 宰 DNA 的 合 威 。 然 后 合成 双 链 DNA, 
再 远 过 某 种 未 知 的 中 癌 物 ， 最 后 整合 到 染色 体 的 其 他 位 置 上 (图 11-45)。 

图 11-45 所 示 的 返 座 机 制 仅 系 假说 , 还 没有 充足 的 证 据 ,特别 是 自身 引发 的 间 慎 。 尽 管 大 
SMRNARAM 下 的 转录 物 末 尾 右 穿 素 口 , 但 是 RNA RGM I 的 转录 产物 经 加 工 后 末端 
只 有 poly(A) ,这 类 转录 物 照样 产生 cDNA 并 返 座 。 因 此 真 核 生 物 中 的 返 座 必 用 机 制 还 有 待 于 
进一步 的 研究 。 还 有 ,转录 物 自身 引发 的 假说 还 无 法 解释 为 什么 各 种 Alu 序列 中 An 不 会 缩 
短 以 至 于 消失 的 问题 。 一 种 可 能 性 是 最 初 合成 的 若干 个 碱 基 的 cDNA 会 发 生 滑 动 ， 产 生 全 长 
的 与 An 序列 互补 的 Tn, 另 一 种 可 能 性 是 在 返 座 以 后 的 任何 时 刻 都 可 以 通过 某 种 机 制 使 减少 
了 的 An 序列 扩展 。 

RÆK Bi PSA Ab TSL RNA 返 座 产 物 , 与 Au 序列 中 的 右 单 体 很 相似 REBR T oe 
Fe 155 个 碱 基 对 以 外 ,还 缺失 另外 I4 个 bp。 真 核 生 物 基因 组 中 还 有 许多 小 的 重复 序列 ， 这 些 
SINE AT tRNA 的 返 座 产物 。 
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Alu 序列 边界 


ARKE Ah 序列 内 的 正 向 重 鼻 
nme / \ a! r 

A, ai Pi 
— a Tp 


| Poll 转录 


RNA 5 ee eve) me oma Ù] 


用 3 “末端 为 引 
SUE 7 MR 


cDNA 1 maa TTT -了 


RAPT 
新 位 点 上 的 
Alu 序列 Berean it 


Na 、 
$0 bp 
图 11-45 Alu PAAR ELLA 


外 、 美 于 返 座 的 机 制 


EMEP, Alu 序列 的 返 座 机 制 仅 系 仍 说 。 由 于 非 病 毒 返 座 元 都 使 少 编码 道 转录 梅 
和 整合 酶 的 基因 ,因此 人 们 普遍 认为 ,这 类 返 座 元 的 返 素 是 被 动 的 ， 而 且 可 能 是 由 一 种 共同 的 
返 座 酶 系统 所 人 恨 化 ,甚至 cDNA 合成 的 引发 也 具有 共同 的 机 制 。 在 返 座 过 程 中 ,， RNA 中 间 物 
荐 必 不 可 少 的 。 这 就 是 目前 人 人 们 公认 的 结论 。 和 需要 进一步 浴 涛 的 问题 则 多 得 多 ，: 

1 在 插入 基因 组 之 前 RNA BAR ODN A 还 是 RNA RHAH H DNA 中 然后 拷 

iy cDNA? 

2， 是 什么 引发 oDNA 的 合成 ? 除了 自身 引发 之 外 , 由 第 二 个 RNA 分 子 或 DNA 也 是 有 
可 能 药 。 特 别 是 ,如 果 道 转录 是 在 原 位 发 生 的 * 即 RNA 还 没有 脱离 DNA 模板 时 发 生 逆 转录 ， 
ASE Ck DNA 作为 引物 是 很 有 可 能 的 。 
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3， 道 转 水 酶 活性 的 来 源 是 什么 ? 这 是 旧 前 无 法 回答 的 问题 。 过 去 有 人 将 这 释 酶 浙 竹 归 
TERRE (ASE TA ETRY He RERA LL es Cap RIY Ble aE 
HRD. BR, SSAA BRR, RAPEAN 
SEAT APR > MER TI APACE Eo ML ETE Ey PARERE 
也 产生 返 座 而 必须 是 在 适 尖 的 发 育 阶段 ,在 适当 的 细胞 的 适当 部 位 存在 着 适当 的 道 转录 酶 才 
能 促成 真 核 生物 中 的 非 病 毒 返 座 作 用 。 联 系 到 个 条 的 发 育 ， 首 先 几 须 是 配子 的 生成 。 精 子 改 
生 过 程 * 哺 弛 动物 与 急 类 * 两 栖 类 以 至 果 蝇 ,都 差不多 ! 而 哺乳 劲 物 廓 子 止 成 过 程 却 不 同 于 其 他 
三 类 动物 ,因为 存在 较 长 的 灯 删 染色 体 有 阶段 。 如 果 返 座 作 用 主要 发 生 在 久子 生成 过 程 中 , 则 YY 
染色 体 上 的 返 座 基 因应 该 很 少 。 这 有 待 于 作 进 一 步 的 考察 。 

4. 为 什么 染色 体 断 裂 处 的 单 链 末端 可 以 从 7 变化 到 21 个 成 基 而 正 向 重复 可 以 从 0 一 直 
到 41bp7 或 许 这 种 断裂 是 随机 地 发 生 于 富 合 A/T RREN Alo SMe A/T HP 
到 。 

总 之 ; 真 核 生 网 特别 是 哺 弛 动物 中 的 返 座 现象 ,也 像 其 他 种 类 的 遗传 重组 一 祥 ; 使 真 校生 
物 基因 组 其 有 很 大 的 流动 性 ,有 煞 可 以 使 某 些 基因 失 活 ,又 可 以 激活 某 些 基因 , 甚至 产生 新 的 基 
因 活 性 。 这 在 真 核 生物 基因 组 的 进化 过 程 中 起 了 很 天 的 作用 。 返 座 作用 的 分 子 机 制 还 有 待 于 
进一步 的 探索 。 


提 要 


MP LEH, A ERERARLMRA RARER EE, AAS RAR 
的 遗传 可 组 即 DNA ATAR- Ept- AA KAMAE NLA KAREN DNA 
AACE SCRATFUORRs TACEMSA REM AAE BARN RRR 
四 类 。 

原核 生物 的 DNA BSE ORY, LAREMHALELE, LEMMA REMKE 
ERR RAOPMRSRSHRARRLAM HO LH BR RE EE 
ZAAN AEREE HARRE Ak ANH SHRUG AS He DNA 之 问 同 源 重 
绝 的 可 能 类 制 。 其 中 比较 流行 的 一 种 是 最 初 由 可 olliday 提出 ,后 经 Mosolson 和 Radding (+ 
AAA A RA, iil Hh pA Oy Holliday 中 间 体 育 两 种 拆 分 方式 ,一 种 可 以 观察 到 突 
互惠 组 的 发 生 * 另 一 种 则 更 察 不 到 实 扎 宣 组 的 发 生 。 忆 是 不 管 折 分 以 何 种 方式 进行 。 AAR 
DNAA 分 子 上 都留 下 一 段 异 源 双 镍 区 。 子 装 菌 中 发 生 的 基因 转换 现象 说 明 这 两 种 折 分 机 会 均等 。 
ASR DNA 分 子 重组 的 竺 果 则 产生 8 字 型 中 间 体 : 它 同 样 有 丙种 拆 分 方式 。 鞍 用 单 切 点 的 
内 切 酶 对 8 EAP REIT Aa N H ARR 结 物 。 

39 KDa 的 RecA LAR ETH PRERE GH, Lees, RoA RARE 
DNA 23 436 #2, 3244 DAN 结合 活性 ,NTPage if Mee REA ah OE RecA RK 
Ža DNA pang DNAS MORE, RAL ERR RM ATIF P kat RecA 所 催化 的 
PREPARA RRR TAH IG MLM RMR, £4 DNA 呼吸 作用 
所 控制 的 下- RR 09 PAIL A RST, 

AMR Sia H-hELME OAR A ReoBCD, RecBCD £—+ $ mthi CHAR 
PAT ATP 65 befo 3 bh Sf toy BE AY I CAR ST ta AV) 5 BAG OED ASR GEAR IG GEA 
Chi AFA Fe E E A toe Hh, eto DNA 具有 平头 末端 时 RecBOD HHS EA, A 
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用 浴 ATPase 活 性 水 解 ATP，, 从 一 端 将 观 链 DNA 解 弄 并 向 另 一 端 玩 动 。 由 于 解 旋 浴 性 按 高 大 再 
A LALA, Bob SOT RH, 4 RecBOD sr anal ey Chi ik (81GOTGGTGG37) $ 
APH 区 域 时 ，ReeBROD 的 特异 的 单 链 内 切 醇 活性 便 在 Ohi 位 点 8 方向 4 一 6 HTM 处 
切断 。 这 样 就 产生 了 一 条 包含 Ohi AEA EE E RecA 站 合 上 去 ， 热 后 与 同 源 序列 进 
行 链 交 换 。 人 们 还 推测 RecBOD & Holliday 中 间 体 的 拆 分 中 起 重要 作用 。 

So MAT AHH RA-#RAT AR ERM A HA RMA AR, ERRAT OH 
般 的 同 源 生 组， 也 不 同 于 位 点 特异 性 重组 ,也 不 同 于 转产 作用 。 

位 感 特 弄 性 重组 的 一 个 洪 型 例子 是 入 只 菌 体 与 寄主 的 整合 与 雪 除 。 整 合 过 程 由 整合 酶 所 
从 化 ,同时 还 需要 整合 寄主 因子。 这 样 的 整合 反应 是 不 可 送 的 。 在 切除 过 程 中 ,除了 需要 整合 
反应 中 的 会 部 因子 外 ,还 需 唤 堵 除 酶 以 及 寄主 编码 的 送 转 刺 注 因子。 这 祥 的 切除 反应 也是 不 可 
说 犁 。 重 组 位 点 OB/ fo POP! 中 的 两 个 15bp 的 序列 完 会 相同。 整合 酶 的 作用 方式 十 分 类 
OPK, 它 可 能 直接 参与 断 琢 和 复合 过 程 。 

自从 80 年代 初 McClintock 发 现 玉米 的 熔 制 成 分 以 来 ,各 种 生物 中 均 爱 瑰 了 可 转移 成 分 
HAL, HAJH- RARA EHIE, AGH ARBRE ALOR AR, HA 
作用 并 不 依 糊 转产 元 和 丢 点 之 癌 以 及 给 点 和 于 点 之 间 性 何 的 序列 同 源 性 。 夸 座 过 程 内 转 座 酶 
所 众 化 ， 还 需要 拆 分 酶 才能 完成 转 座 过 程 。 转 座 过 程 中 共 合体 前 形成 是 探索 转 认 机制 的 基本 
RE, MEP ORARS TR ABA RA EREA THAR OR kde THE EARS, 

RAP MURAD DARA, HS Pd ORA—F, 2M DNA 到 DNA Habis 
242, ia eiM, RHA DNA iLa EA. A-HARNA 所 介 导 的 转 座 作 
ALAM, RAR OME REARARAL, ARAM MRAAA RHP RS, 
FRRD, BAM Ao-Ds HARF, ULAMHRELEGS AER fede TAD 
为 病毒 大 家 族 和 非 渍 毒 大 家 族 。 闹 毒 大 案 族 包 持 侈 部 前 还 原 病 毒 以 及 与 还 原 病 毒 的 原 病 毒 可 
PLAY CRRA BARD dott Ty RA, RH copia 成 分 等 

还 原 病毒 与 其 寄主 细胞 有 着 报 为 密切 的 关系 。 有 尽管 其 基 贺 组 RNA 34 ERNA, LAK 
论 是 其 基因 表 达 还 是 后 代 消毒 ENA 的 产生 ,都 必须 通过 一 个 DNA 中 间 体 。 这 个 中 间 体 整 含 
Fie Rep oe RA, PURER RNA AS MRNA 均 由 未 经 修饰 的 寄主 转录 
机 村 以 愿 病毒 DNAS RRR RPA, ALEGAHAERNA 包装 成 病毒 核 粒 以 出 囊 方式 
Pik mB A BFF PRT Oe eRe ASE HADI ENAA ALR T AM 
SLT, F 49 WH RAR, ATARA ERARA SER BL BARS 
毒 所 产生 的 病毒 外 膜 糖 蛋白 己 占据 了 细胞 的 相应 受 体 。 侵 当 的 还 原油 毒 RN 六 看 细胞 质 肉 进行 
的 逆转 采 和 双 链 DA 的 合成 以 及 整合 过程 全 由 述 转录 酶 所 众 化 。 这 种 酶 与 病毒 RNA 一 起 包 
RAASET PHA RRA AMAR ERASE RAM A gag, pol, enw 三 个 基因 ,有 
的 还 身 带 症 基 因 。 病 毒 前 冶 基 因 闲 源 于 知 胞 的 原 癌 基 固 。 有 人 认为 ， 还 原 病 毒 是 由 古 慌 的 转 
新 元 演化 而 成 ;而 copia 等 还 原 转 座 元 正 处 符 演化 过 如 中 。 防 有 人 认为 copia 成 分 是 类 去 了 形 
ARRAS RAM ERERARMRAE, 22, 还 原 病 毒 与 转 座 元 之 间 育 在 首 密切 的 进化 
关系 。 

RRR AHMET RNA RAR I 和 OH th, 而 且 绝 大 邵 分 是 经 过 完全 的 
转 杀 后 处 理 的 RN 和 产物。 这 今 所 发 现 的 返 座 元 只 有 两 个 例外 : 饼 类 的 前 胰岛 订 原 工 基因 是 主 
处 理 的 mRNA 近 凑 产物 ,而 且 是 诊 转 录 活 性 的 返 许 基 罗 } 荔 一 个 是 不 完全 处 理 的 U2 snRNA 

dije 


RAE, ERPRALLGTA RBA HA, DARREL SRR RA TKMRA, BARER 
LRTRARMEA, GLTRA—PA ARAM RRL, PRAAG RR, Bat 
沿 无 结论 。 过 去 人 们 曾 将 这 种 酶 法 性 归于 还 原 病 毒 ， 但 无 法 解释 具有 很 续 岂 转录 酶 活性 的 鸡 
前 返 座 成 分 要 比 喷 她 动物 少 得 多 等 现象。 这 座 作 用 也 像 其 他 种 美的 遗传 重 组 一 样 ， 使 真 核 生 
槐 的 基因 组 具有 很 天 的 流动 性 ,加 达 了 基 力 组 的 进化 过 程 。 
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第 十 二 章 基因 工程 导论 


一 概述 


自从 1953 年 Watson 和 Orick pI T UNA 的 双 岂 施 结构 以来 ,生物 学 的 发 展 进 入 了 一 
个 多 新 的 阶段 ， 即 从 整体 和 细胞 水 平 跨 入 了 分子 水 平 。1973, 年 美国 首先 成 功 地 将 基因 在 体外 
重组 并 通过 质粒 转 入 细菌 内 ,进行 无 乌 繁 殖 , 靶 因 工程 从 此 应 运 西 生 。 基 因 工 程 或 称 基因 重组 
技术 , 荐 将 不 同 生物 的 基因 在 体外 入 工 前 切 组 合并 和 载体 (质粒 , 叭 请 休 `, 病 毒 )DNA E. A 
后 转 入 微生物 或 细胞 内 ,进行 扩 增 ,并 使 转 入 的 基 轩 在 细胞 内 表述 ,产生 记 需 要 的 蛋白 质 ,基因 
IAN T 年 代 初 产生 后 ,发 展 极 快 ,到 70 年 代 来 已 成 功 地 用 微生物 米 生产 人 的 胰岛 素 和 干扰 
OA, 80 年 代 已 将 这 一 技术 应 用 在 高 等 生物 的 物种 改造 和 新 品种 的 增 育 上 。 由 于 这 一 技 
术 的 成 功 ; 人 类 发 展 到 今天 ,已 经 进入 改造 和 创建 新 的 生命 形容 的 时 代 。 现 将 促进 基因 工程 发 
展 的 儿 个 重大 发 现 按时 间 闫 序列 于 表 1。 


RI 促进 基因 工程 发 展 的 几 个 重大 发 现 
1889 Miescher HKG DNA 


1944 Avery EMAER, RAUB DNA 而 不 是 蛋白 项 

ia53 Watson fil Crick ZEX ESIN any eM LIRA DNA ya ede EN 

1961 Marmur 和 Doty 发现 DNA 的 复 性 ， 并 由 此 建立 了 核酸 分 子 间 朵 交 的 
可 行 性 和 专 一 性 ， 

1982 Arbor 首次 证 表 DNA REEN WE H Æ, 2X SR Nathars 和 
H Smith WERHENDSE, JATE DNA 的 序列 分 析 下 ， 

1966 Nirenberg, Ochoa, 利 Khorans BETS 密码 。 Gelert 发 现 了 
DNA SEM. 


19721078 Boyer, Cohen 和 Borg 发 展 成 功 DNA MEIER. 
1975rv1971 Sanger 和 Gilbert 发 展 了 DNA 序列 快速 测定 财 ， 


Z. MAEA URZ DNA 分 子 的 专 一 性 切割 


多 种 网 蓝 能 合成 限制 性 核酸 酶 ,这 是 保护 它们 让 己 ， 降解 外 来 DNA FRESE i 
— BA DURE RE BUA, DNA 分 子 中 由 4~6 个 校车 酸 组 成 的 特定 序列 。 而 细菌 细胞 内 的 DNA 则 
由 于 相应 序列 上 的 A Be O 碘 基 的 甲 基 化 而 不 被 攻击 , 可 是 外 源 DNA 一 旦 进入 细胞 立 其 被 识 
Bh, DU DNA 螺旋 都 被 切断 (图 189-1)。 目 前 已 有 109 种 以 上 具有 不 同 专 一 性 的 限制 性 内 切 
酶 被 提纯 并 已 商品 化 。 

特定 的 一 种 限制 性 内 切 陛 能 将 DNA 双 股 螺旋 切割 成 一 系列 片段 。 用 儿 种 不 同 的 限制 址 
内 切 酶 切割 革 一 特定 的 基因 ， 可 交 建 出 基因 的 限制 性 内 切 艇 图 谐 (图 12-2), 由 于 这 种 图 谱 反 
吴山 特定 的 核 背 酸 序列 在 基因 中 的 排列 位 置 ， 因 此 比较 相关 基因 的 限制 性 内 切 酵 图 谐 可 己 厌 
致 看 出 相关 基因 间 的 同 源 性 。 图 12-2 是 人 和 其 他 五 种 类 人 独 的 血红 蛋 自 基因 的 限制 性 内 切 能 
BU. E 500 万 年 前 这 些 生 物 分 化 以 来 ,它们 的 血红 蛋白 基因 大 致 保持 不 变 。 

许多 限制 性 内 切 酶 都 产生 交错 的 凤 口 , 亦 凶 在 每 条 链 的 一 端 留 下 短 的 单 链 术 端 , BITRI 
精 性 来 洲 ， 因 为 它们 能 和 用 术 同 内 切 酶 切割 生成 的 末端 形成 互补 的 矿 直 对 。 限 制 往 内 切 酶 能 
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图 13-2 ASE ATS Ee RS | EN 
够 产生 粘性 末端， 在 DNA 和 电 组 技术 中 十 分 重要 。 因 为 它们 能 快 任何 现 个 DNA 片断 连结 起 
米 , 只 要 这 两 个 证 段 是 用 相同 的 内 切 淫 或 能 产生 相同 烙 手 来 端的 两 个 内 切 醋 切割 的 ( 详 见 第 四 
F) 一旦 两 个 产 任 未 端 通 过 碱 基 互补 相连 后 ， 就 可 必 DNA ERNAS, DNA 连接 酶 可 在 
DNA 的 5- 醋酸 末端 和 3” 状 半 末端 之 问 形成 区 价 磅 酸 二 看 谴 (图 12-3)。 
0470+ 
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片段 重组 到 质粒 DNA 中 去 。 


三 。 载 体 ,克隆 雪 体 , 字 检 载体 和 表达 载体 


进行 任何 一 个 DNA 片段 的 克隆 都 需要 有 和 返 合 的 载体 。 RRA AR, REER 
A We 通常 大 多 煞 是 经 人 工 改 造 过 的 。 作为 载体 必须 上 其 省 两 个 条 件 ， 

a) Spe me cr SP 2ST We URS EAL ORI LAD SUAS SEER 

(2) 该 载体 必须 具备 适合 的 酶 切 位 点 ， 而 有 这 些 酶 切 位 点 不 在 复制 原点 区 域内 。 这 两 个 
条 性 保 证 了 碟 体 的 可 繁殖 性 和 可 利用 性 。 对 于 阳性 党 隆 ， 尽管 可 以 用 放射 性 探 针 杂交 的 方法 
sa URS» BEATIE RSA EIR FS SCA a A 某 各 基因 产物 
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图 12-4D pUC 19 aya TEN 


的 显 色 反应 等 多 重 指标 , 以 便 使 用 过 程 中 得 心 应 卑 。 

LASS DNA 片断 为 目的 的 载体 通常 称 为 充 隆 歼 体 。 这 种 载体 一 般 较 办 ， 在 细胞 内 的 EE 
贝 数 较 高 。 也 就 是 说 ,这 种 载体 的 复制 不 是 处 于 寄主 的 严谨 控制 之 下 ,而 是 处 于 被 弛 控制 之 下 
《每 网 用 内 10~200 ARMO 如 果 用 最 终 深度 10~20 pg/ml fA RR Ub BU a BA AKA 
成 , 则 寄主 DNA 复制 停止 ,而 质粒 的 复制 继续 进行 ,使 得 每 细 跑 内 的 持 具 数 退 速 增加 。 有 时 本 
ETS. RAMA ART. 由 Bolivar 等 人 于 1977 年 构建 的 使 用 最 为 广 
泛 的 质粒 DBR 322 就 是 这 样 的 一 种 载体 (图 12-4a)。 它 有 4 361 bp, 具有 质粒 colB1 的 复制 
BA RRR READER A MURATE IIA MEEA EKR. EERE 
WARD MRA PBR 322 的 衍生 物 。 

TOT 7S Cloke, Messing A TURo- HRR E T AIA E OUT BE MEU BU, 这 
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Bruc, i pUC 8, pUCd, pUC 18, pUC 19 & (fy 12-4) RAHM AM, i 
MiSmp8, M13mp9, Mi3mpl8, M13mp194, FAm o- H4? 人 们 发 现 lar y% 
因 的 突变 体 M1S (缺失 拭 基 酸 残 基 11~41) 是 没有 野生 型 ac2 APAREA X-gal i 
力 的 。 供 是 如 果 在 M 15 突变 体 的 抽 提 物 中 加 入 8~ 半 乳 糖 芷 酶 的 第 3 至 第 93 氨基 酸 残 者 
KIKE: Co KD MANERE M 19 分 胡 X-gal 而 显示 蓝 鱼 的 能 力 。 这 样 一 种 基因 内 互补 现象 和 
为 oc- 互补。 现在 已 经 清 右 ，& 肽 只 需 保 持 第 9 至 第 59 个 氨基 酸 残 基 就 具有 这 种 基 央 内 互 六 
能 为 。o~ 互 补 的 发 现 , 给 设计 PUC 系列 的 哉 体 带 来 极 大 的 方 使 ， 城 体 中 就 没有 必要 包含 3 
CLEA A-A FLAS aS PL, 而 只 要 包含 lac 启动 子 和 操 猴 子 以 及 a 状 编码 序列 再 加 上 作 
主 菌 是 fae2 MM15 RST. Bute, 为 了 保证 质粒 的 稳定 性 , EROA laI, Aae H 
BRAUER. KR, RACH IPTC 诱导 时 , Tac 系统 才能 够 表达 。 当 PUO Aa RAR 
插入 DNA 片断 时 ,由 地 破坏 了 a i ER AAT RR REALS, AT a 
的 表达 , AMG ENA IPTG 和 X-gal 局 不 能 显示 蓝 色 。BUO RAR AURE BT -AEE 
SETHE. Mis RAWAM TOPE DNA, REG FS} apa ae A 
BERK, 

特定 的 DNA FA LUBA RAR. ERRE DNA BATA 到 载 
体 中 ， 然 后 转化 到 微生物 细胞 中 扩 增 几 百 万 信 。 这 一 。 富有 不同 DNA 片断 的 质粒 
过 程 称 为 DNA RE. ARUP, Aiden | RPO TAT NS 


DNA, HARLEM DEER ARG SPER DNA 片断 COQ oe <2 
ACER AME TON AGAR Ee OF, O.D SY 
当 用 的 导入 方法 是 转化 在 这 一 过 程 中 ,关键 的 步 对 是 V6 

FES BUA PS EI EE E. pen am 
AREER BLAM. AAP RS t 


REAM RAR, PLR LS MME SAME 
SPERM E E RC BERN, KIMERA) a 


BDMG, FATA UA HAT BERL re 
从 而 大 量 产生 包含 外 源 DNA 的 杂 化 质粒 (图 13-5)。 将 sean mareee 
杂 化 质粒 DN Apati, M TEKERI DENE EARL DIES | | 

进行 切割 ,通常 就 可 以 葡 得 大 遇 的 外 源 性 DNA 片断 。 PA 


穿 被 载体 (shattle vectors) IA Heth SE ARE B 
PERO SLSR. RED HP SO A EA eH NB | 
HOCH ESRD A. BS 
含有 细菌 的 复制 原点 或 细菌 质粒 的 复制 原点 ， 又 含有 
真 核 生 物 的 复制 原点 ， 如 8V40 的 复制 原点 或 醇 母 的 fam 


自主 复制 序列 ARS (autonomously replicating nian Dwa | 
sequenco)。 除 上 述 的 两 类 复制 原点 之 外 ,穿梭 载体 周 d 
ROAR LE AL IRANEN KERER. böe 
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图 12-6 PITH. RRR Te EE LE 
中 的 突变 基因 ores PORT, Be a a 
4ra3- 基 因 及 其 两 如 的 同 源 序 列 。 详 细 过 程 如 正文 所 述 。 


“adden 


和 宅 梭 起 体 不 但 可 以 将 目的 基因 或 DNA SLA ee, MELT A A oe ee eo nde itk 
LERAAR DNA J Bo PER: A EL RENAR R UP RD 与 染色 体 的 同 源 部 位 之 闻 
具有 很 高 的 重组 活性 。 利 用 这 一 原理 ， 可 将 穿 权 载 剧 改 造 为 回收 载体 (retriever vectors), 
FURR BT ERT ERR A RE a Ha e EY DP SB E 
STA DUES Va] BER E D. 2 PL he Ra Pe ee E BIA BR PE Pa A TS E DB 
AES UN, RS MR Be PR SS EO 
重组 活性 的 末端 就 侵入 待 回收 基因 的 两 器 序列 中 。 在 栽 体 末端 的 3'-OH EAH dk E A 
为 模板 ,制造 出 待 回 收 基因 的 新 挡 贝 。 这 种 载体 和 举 色 体 的 重组 产物 经 过 拆 分 ,产生 了 具有 繁 
殖 能 力 的 载体 并 以 共 记 携带 茶 种 基因 (如 亮 氨 酸 合成 酶 基因 ) 与 宕 主 的 名 障 型 基因 互补 (未 经 
属 复 的 缺口 载体 不 其 备 此 种 能 力 ) 。 分 离 纯 化 这 种 已 有 待 回收 基因 的 载体 ， 生 穿梭 到 F- col 
中 去 扩 增 并 进行 序列 分 析 。 图 12-6 就 是 这 种 回收 城 体 的 工作 原理 。 

玫 达 载体 是 用 来 将 宽 隆 的 外 源 基因 在 寄主 细胞 内 表达 成 蛋白 质 的 载体 。 作 为 表达 载体 的 
必要 条 件 是 ，(1) EMT, BASE RNA BORSA, (2) 很 强 的 终止 子 ， 以 便 
使 BNA 珍 合 酶 集中 力量 转录 克隆 的 车 因 而 不 去 转录 其 它 无 关 的 序列， 同时 很 强 的 终止 子 捆 
产生 的 mRNA 较为 稳定 ( 见 第 八 章 ); (3) 启动 子 是 必须 爱 控 制 的 ， 只 有 当 诱导 时 才能 进行 
转录 。 这 一 点 世 十 分 重要 ,因为 不 受 控 的 转录 不 但 次 率 不 高 ( 见 第 十 章 ), 面 且 纵 细胞 造成 不 利 
影响 ， 特 别 间 当 克 隆 的 基因 产物 对 细胞 有 害 叶 更 是 如 此 。(4) Bee mRNA DIRE 
译 的 起 始 们 号 , 即 AUG 和 8-D 序列。 当然 作为 任何 种 类 载体 所 必 需 的 复制 原点 和 灵活 的 酶 
切 位 点 也 是 表达 载体 不 可 缺少 的 重要 成 分 。 下达 载体 的 启动 子 种 类 很 多 ,这 里 不 能 详细 介绍 。 
使 用 得 最 乡 的 启动 子 力 是 入 唆 菌 体 的 ps 和 Ds 启动 子 。2z 和 Pe PHATE, MBS 
CI 基因 产物 的 严格 控制 。 生 理 过 程 中 和 和 和 Pe 的 除 阻 过 作用 是 十 分 复杂 的 ( 昂 第 八 章 )。 在 
基因 工程 中 , 利用 OL 温度 敏 态 突 变 体 却 十 分 方便 。 突 变革 因 CT" 或 者 在 藏 体 上 ， 或 者 在 
主 的 染色 体 上 (二 者 各 有 长 处 )。 SAE 30Y Aad, CL? ERE A PERDE pz 启 
ayy, WB 40~42°C 时 ， 则 立即 除 阻 着 ， 从 Pz 或 pa 进行 大 量 的 转录 并 翻译 。 
PPL-lambds RAHA PEK 系列 载体 可 以 作为 这 类 次 达 载 体 的 代表 (图 12-7a)。 

乳糖 操纵 元 的 启 游 子 ， 尽 管 强度 不 算 很 蜀 ， 但 由 于 有 灵敏 移 话 时 方法 和 检测 方法 ( 见 上 
述 ), 也 在 广泛 十 使用。 特别 是 人 们 将 之 改造 为 杂 合 启动 子 , 她 利用 op 启动 子 的 - 35 序列 和 
iecUTF- 5 的 ~ 10 SUE AT BA AF tac, PEE APRE ER A A 3 
F0 12-7b)。 

TRAPPE SAPP, ROD ORAM RANE ARR REAM AS Bd 
APERAR, 但 是 融合 狸 载 体 世 有 其 优越 性 。 因 为 融合 蛋白 质 的 N OAL yo 
内 本来 就 有 的 成 分 ， 使 得 克 竹 基因 前 产物 较为 稳定 。 另 一 方面 ，AUG 后 大 约 20 个 核 音 酸 对 
翻译 效率 也 有 影响 ,而 载体 中 的 编码 序列 (融合 蛋白 耳 端 部 分 ) 广 多 是 直达 体系 中 天 然 存 在 的 ， 
翻译 效率 较 高 。 还 有 ,利用 表达 体系 中 的 信号 肽 序列 有 时 能 得 到 分 泌 型 的 表达 。 有 时 ,用 较 小 
的 腾 段 作为 抗原 时 ,必须 使 之 成 为 融合 蛋白 。 再 说 , 表达 出 来 的 融合 蛋 自 可 已 通 过 化 学 方 浴 列 
和 解 产生 凯 需 的 非 珊 合 蛋 自 。 尽 管 如 此 ,不 到 不 得 已 ,人 们 还 是 宁愿 采用 非 融 合 型 类 达 载 体 。 


D, DAZK cDNA 克隆 
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- ， 四 
Ho DNA 片断 与 载体 连接 ， 再 转化 到 细 黄 中 出, IER RE. RP TA 
每 个 细胞 的 载体 上 都 包 售 有 特定 的 基 办 组 DNA 片断 。 这 样 的 一 庆 克 隆 就 叫做 基因 组 克隆 
SEWERS DNA 片断 就 叫做 基因 组 文库 。 为 了 避免 某 一 个 基因 被 分 割 于 两 个 以 
上 的 克隆 中 ,常常 在 制作 基因 组 文库 时 使 用 不 完全 酶 切 法 。 随 天 要求 不 同 , 可 使 用 不 同 的 载体 
BA YEAR ache, DBR 322 一 般 可 容纳 Skb 的 外 源 DNA, MERI TAM 22kb， 而 so3 质 
粒 (oosmid) 则 可 容纳 40 至 50 kb, UH, REAR A 129 14 000KD, 可 以 容纳 于 3000 个 
pBR 322, 或 1009 个 噬菌体 , 或 300 个 cos 质粒 。 如 果 用 ^ 哈 菌 体 作为 载体 , 人 类 基因 组 广 
RETE 250 000 个 不 同 的 克隆 。 如 果 要 求 的 精确 度 高 ， 所 希 的 克隆 数 就 高 达 数 育 万 个 。 如 何 
从 众多 的 基因 组 克隆 中 第 选 出 少数 合 有 日 的 基因 的 克隆 , 是 DNA 重组 技术 中 县 困难 的 工作 。 
通常 用 来 鉴别 特定 的 DNA 片断 的 方法 是 用 放射 性 标记 的 探 针 ， 这 种 探 针 能 够 与 充 隆 化 的 
DNA 片断 杂交 。 
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图 12-8 cDNA 克隆 的 制作 过 程 ， 
O) BRTMAS poly(A) MRNA 中 ，(2)》 北 转录 栈 进 行 逆 待 录 ; (3) 用 NeOH 
REMENA, DNA RER IERRA teh A cDNA MOSM: (4) 玉音 
ETRY 81 ERRIRE (5) ARH DNA HETERO, (6) 与 
KARTES O TERRA, (7) RABH BAP. 


sa77 


RTS MS Wk (shotgun), HARASA DNA 被 切割 成 许多 
KARE AT RARR Be Be BS AAN DNA。 另 一 种 方 法 

HEJER MRNA fy DNA ES], OMIA AE ASR MRNA, 4 
MALS at mRNA py DNA #51, M DNA, Af cDNA 分 子 再 通过 了 NA RAR 
的 作用 转变 成 双 链 cDNA AF, RATAA EE OB Oe EG CH 12-8), 

已 有 各 种 方法 构建 成 特别 的 质料 , RAH ORGS cDNA 在 细胞 内 合成 太 量 特定 
的 蛋白 慎 , 简 用 这 种 基因 工程 手段 已 局 细菌 或 豆 母 大 量 产 学 人 胰岛 素 , 坐 长 激素 和 干扰 素 。 

cDNA 也 可 用 来 鉴定 用 鸟 检 法 得 到 的 含 月 的 基因 的 克隆 。 通 常用 放射 性 核 背 酸 单 体 合 成 
me cDNA。 这 种 放射 标记 的 DNA 可 和 基因 组 克隆 互补 杂交 , 因为 cDNA 是 以 mRNA 为 模 

合成 , 它 必 定 相 应 于 争 码 基 一 蛋 自 质 的 基因 各 DA 序列, 和 这 种 探 针 杂 交 的 DNA 宽 隆 必 
人 用 编码 mRNA AF 


五、 核 苷 酸 链 的 染 闪 反应 提供 了 检测 特定 核 茸 酸 片 谍 的 灵 教 方法 


将 DNA KRKE 100°C FINES, RAY PEHEZ AM, AR DNA OUR PET LAMB, 
SEAPORT SURGE, 这 个 过 程 称 DNA fH, MOENS Bet aly 
都 认为 这 是 一 个 不 可 首发 应 。 1961 年 证 明 互 补 的 单 股 DNA 链 在 65°C 下 长 时 间 保 温 可 重 
新 形成 双 股 螺旋 。 这 种 链 间 的 杂交 训 发 生 在 任何 两 条 单 股 核酸 链 之 间 ，DNA-DNA，DNA- 
RNA 或 RNA-RNA, 只 障 它 们 县 有 互补 的 核 董 酸 序列 。 

由 于 双 蜂 施 形 成 的 这 度 受 限 子 两 条 互补 核 普 酸 链 之 问 相互 辜 熏 的 儿 率 ， 因 此 排 带 特定 核 

背 酸 序列 的 DNA 浓度 可 根据 它 和 放射 标记 的 互补 
animes Bieae DNA 探 针 间 的 杂交 速度 来 油 定 这 是 一 种 很 灵敏 的 测 
REDNAM 定 方法 ， 即 使 互补 序列 的 浓度 低 到 每 个 细 胸 只 有 一 个 


. Sen 分 予 也 能 检测 出 来 ， 这 种 方法 已 被 用 来 检测 细胞 中 某 
XOTA 一 特定 DNA 序列 的 持 内 数 。 通常 的 基因 在 单 倍 休 基 


Mine Z 
SA S 天 组 中 只 有 一 个 或 几 个 挝 贝 ， 而 重复 序列 岂可 能 有 成 
aa TESARI. 
务 子 杂 交 也 被 用 米 检测 克隆 的 DNA 是 否 转录 成 
1 最 和 性 标记 RNA ,每 个 细胞 中 含有 几 个 RNA 拷 贝 ,以 及 探 针 和 组 
的 DNA 片 断 = 胞 中 RNA 杂交 的 精确 部 位 , 从 而 探 明 RNA 转录 的 起 


苔 和 终止 部 位 (图 12-9)。 
mRNA | eon 放射 标记 的 DNA 探 针 已 被 广泛 用 来 检测 经 电泳 
AAW DNA 泥 合 片段 中 基 一 特定 的 DNA 序列。 经 
电泳 分 离 的 DIVA 痊 胶 可 用 码 迹 法 转移 到 硝酸 纤维 纸 
上 ， 与 放射 标记 的 DNA 探 针 染 交 的 片段 可 用 放射 自 
Ta CLER BEPERK 12-10, 用 类 似 的 方法 ,也 可 将 生长 
- AIBEL R ORR E RB DARE 
图 12-9 用 DNA'RNA 杂交 技术 探 明 基因 EZE EJ TER RARER RE 
转录 成 MRNA 的 区 域 。 用 此 技 “ 可 以 筛选 出 带 有 特定 DNA HEHHEE, BARRE 
REIN T RATE DAWAL, 又 称 为 原 位 杂交 。 
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É Etk DNA DNA 片断 


一 
LEEF] 


Me ewiah oe 
SONA (A “ 


RE 


Luling 
HEK 
图 12-10 用 放射 性 标记 的 DNA P TITER RDNA M. ae 
BPR EEE Se, BBS Re) DNA 将 在 XX 光 底 片上 显 果 成 带 ， 


A. A DNA BHRAAB AERP ARES 


在 DNA 重组 技术 出 现 以 前 ,只 有 在 细胞 中 售 是 较 多 的 蛋白 质 才 可 能 纯化 并 加 以 研究 。 含 
基 占 细胞 蛋白 总 量 10 的 蛋白 质 可 以 用 几 百 克 细 胞 为 康 料 ， 通 过 层 析 ， 电泳 等 一 系列 纯化 步 
W ATERA 100 毫克 纯 蛋 白质 ,这 个 量 足 够 完成 氨基 酸 序 列 分 析 ， 生物 活性 分 析 以 及 制备 
抗体 , 藉 此 可 研究 这 种 蛋白 质 在 细胞 中 的 定位 。 如 果 能 长 出 合适 的 晶体 ， 则 可 用 XRAN 
MERI Ss ma, HS ARE A A, BR, RE 
菌 酶 峰 , 就 是 这 样 解决 了 它们 的 结构 和 功能 。 但 是 在 真 核 细胞 中 的 绝 大 多 数 蛋 白质 ;其 中 包括 
重 机 生物 功能 的 蛋白 质 在 细胞 中 含量 极 征 ， 用 通常 的 方法 即使 得 到 儿 微 克 纯 样 品 也 关 十 分 困 
准 的 ,甚至 是 不 可 能 的 。 但 是 用 重组 DNA 技术 , 原则 上 任何 一 种 蛋白 质 都 有 可 能 大 量 制备 。 
采用 的 典型 步 又 总 结 如 下 

1 用 层 析 和 高 分 养 电 汪 技 术 纯 化 微克 基 的 目的 蛋白 质 。 

2 用 向 是 闫 序 仪 测定 该 蛋白 质 的 本 - 端 30 个 氨基 酸 碱 基 序列 。 

3. RE A EY RNA 核 苷 酸 序 列 。 用 快速 固 相 化 学 合成 法 
合成 一 系列 短 的 DNA HEt, 15-~20 HERK, EIEN mRNA 的 部 份 序列 形成 互补 破 基 
对 。 
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4， 桨 这些 短 的 DNA EAA MRNA 杂交 , FLT ER MRNA, Jp 
通过 反 转 录 醇 合成 CDNA, 

5. MERRIA Eh DNA, 

8. 扩 增 的 cDNA 和 细胞 部 的 mRNA I AALE E MRNA ,并 将 此 mRNA 
进行 体外 翻译 以 验证 是 否 为 目的 基因 。 

7 了， 将 克隆 化 的 cDNA 序列 搬入 特定 的 质粒 DNA 中 ,这 种 载体 含有 转录 和 翻译 的 起 始 与 
终止 信号 ,将 载体 质粒 转 入 细 凋 或 醇 母 细胞 中 进行 骨 达 。 


七 、 祝 物 的 基因 工程 


传统 的 植物 育种 和 原生 质 体 融 台 都 是 基因 操作 方法 ,可 用 米 改变 檀 物 的 过 传 竹 状 :但 是 这 
些 方法 在 基因 转移 上 都 缺乏 估 重 组 DNA 技术 用 于 微生物 那样 的 精确 性 。 植物 进 传 工程 的 日 
前 往往 是 要 把 单个 特定 的 基因 导入 已 经 被 广泛 利用 的 各 种 植物 中 去 ,这 就 涉及 两 个 基本 问题 ; 
首先 必需 得 到 一 定量 的 特定 的 纯 基 因 ,其 次 ,设计 合适 的 方法 劳 使 这 些 基 因 能 插入 植物 的 染色 
体 中 并 表 还 。 第 一 全 癌 题 按 日 前 已 广泛 应 用 的 重组 DNA 技术 ,可 将 任意 一 段 DNA 在 细菌 细 
胞 中 扩 增 ,应 谈 没 有 不 能 克服 的 攻 玲 。 麻 烦 在 于 如 何 从 一 大 堆 克 加 中 锯 选 出 记 需 要 的 基因 , 特 
虽 是 那些 玉 响 诸如 产量 的 基 为 ,高 产 性 状 可 能 是 受 多 基因 控制 的 ,其 生物 化 学 机 型 滑 不 请 条 。 
第 二 个 问题 , 即 如 何 将 外 源 基 因 导 入 植物 中 也 还 存在 许多 尚未 解 沁 的 问题 。 近 年 来 关于 Ti 质 
粒 的 研究 使 人 们 开始 摸索 出 解决 植物 基因 工程 中 的 载体 难题 。 

土 域 微生物 土壤 杆菌 (4grobacteria) hiiit ae i ae a T i PE R 
Jorown gall), Ay AU ARI MN Aly OI oe EAB ea, NE, E 
首 菌 导致 发 生 祖 瘤 的 原因 是 由于 在 这 种 细菌 中 存在 一 种 质粒 ， 当 这 种 质粒 的 DNA 整合 到 宿 
主 植物 细胞 的 染色 体 中 就 诱发 出 报 瘤 , 并 使 瘤 细胞 合成 opines。 这 种 质粒 被 称 为 Ti 质粒 di 
质粒 是 环 状 DNA 分 也 ,分 子 量 约 为 1.2x 108, 它们 以 独立 的 复制 单位 存在 于 细菌 中 。 研究 证 
明 ,Ti 质 粒 至 少 具有 三 夭 生 物 学 功能 , DE BUH, opine 化 合 物 的 合成 和 抑制 细胞 分 化 。 负 下 
这 三 种 功能 的 基因 在 Ti 质粒 DNA 中 舍得 很 近 ， 因 此 包含 这 兰 个 基因 的 DNA 片段 被 称 为 转 
化 DNA 或 TDNA。 用 Souihern MANACH, Ti 质粒 的 约 20 000 个 不 直 对 完全 共 价 整 
合 到 根瘤 细胞 的 DNA 中 。 

Ti 质粒 由 于 具有 以 下 性 质 ， 因 此 很 适合 作为 导入 外 源 基 因 的 载体 。 首 先 ， 土 壤 杆 万 的 寄 
此 范围 很 广 , 实 嗓 上 它们 几乎 可 以 使 所 有 双子 叶 植 物 的 细胞 转化 。 其 次 ,号 台 到 植物 细胞 中 的 
T DNA 按 孟 德尔 规律 遗传 ,而 且 基 因 上 共有 由 己 启 动 子 , 因此 可 以 个 联 外 源 基 因 并 使 之 宸 达 。 
导入 了 T 了 DN 有 A 的 最 简单 的 方法 是 用 含有 Ti 质粒 的 土壤 杆菌 感染 植物 细胞 ,其 余 的 一 切 让 它 自 
然 完 成 ,外 源 基因 必需 插入 到 Ti 质粒 的 T DRNA 序 列 号 。 因 为 整个 五 质粒 比 通常 用 的 质粒 大 得 
多 ,因此 可 先 用 限制 性 内 切 酶 将 T DNA 切 害 出 来 ,并 描 入 到 常用 的 PBR322 质 烷 中 , 使 之 在 大 
肠 杆 菌 中 扩 增 并 分 高， 然后 再 用 DNA 重 纽 技术 将 月 的 基因 搬入 到 工 DNA 中 。 这 种 如 人 尼 的 
TDNA ABI PART AAT P SPRL PRA Ti OR AE H E 
组 ， 铺 时 将 带 有 日 的 基因 指 卫 DNA 转移 到 Ti 质粒 中 并 取代 正常 的 了 DNA, AR E h 
TRIES Ti 质 粮 通过 土壤 杆菌 青 岂 感染 种 物 , 最 终 使 所 品 的 外 源 基 因 导 入 植物 中 (图 12- 
11)。 
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植物 ， caret ee PHB else te «48 


A ,基因 工程 工业 


分 子 生 物 学 守成 七 地 开发 克隆 技术 的 同时 ， 他 们 已 经 认识 到 这 种 技术 在 高 业 上 药 湛 在 价 


值 和 在 科学 上 的 潜在 价值 同 


岸 重 要。 基 软 工程 工 烛 的 目标 是 利用 克隆 技术 锡 有 效 、 更 便宜 地 


PRE AA, TERESE., PA EPL, SPP I BS EATS 


基因 工程 产品 都 已 问世 。 利 用 


DNA 重组 技术 制造 安全 疫苗 ， 特 别 是 对 那些 不 能 用 动物 细胞 


培养 的 病毒 ,例如 乙 型 肝 炎 病毒 疫 彰 * 更 内 价值。 除 制 划 工业 外 :工程 昔 在 化 学 \ 石 消 其 至 采 厂 
工业 中 都 有 潜在 应 用 价值 。 下 天 列举 儿 个 匡 型 的 例子 。 
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VERDET PWE C 让 产生 胰 晶 素 、 


E B RAERD 
与 表 由 两 条 能 组 成 。A 链 合 21 PIERRE BEA 30 个 级 其 酸 残 基 (图 12-12), 
EESE W 35 ARRE O TE RAAE E o PUE 
ERE RCD) ANAR RAREN ER P RA ierik, CIKA A, B iis (2) B 
AKEORRETREIRE COR O 胰岛 束 只 省 ALB be. 

用 基因 工程 从 产 胰 岛 素 不 宜 从 染色 体 取得 基因 开始 ， 因 为 这 样 做 最 终 产 驶 不 是 胰岛 素 而 
是 前 胰 蝇 素 原 ， 而 且 还 售 关 不 护 玛 的 介入 序列 。 克 服 这 一 困难 的 方法 是 分 别 合成 编码 膜 岛 素 
AB 链 的 悉 着 酸 序列 ,因为 晓 岛 融 的 氢 基 酸 序 列 已 经 消 楚 ,因此 A 链 需 要 63 MATR BE 
需要 90 EAR BREER AA aR AR BT ATG， 以 便 表 达 产 物 的 后 加 工 。 合 
成 的 ALB 链 基 因 分 别 搬入 已 获 配 在 费 体 质料 上 的 BBL MP AR, Ha ee 
入 大 局 本 苗 中 ,吉隆 化 的 基因 将 受 OEE PE SE» SERRE A 链 
或 B 链 和 部 分 BAPTA A Es BR E BS 
THR LAR, KRAKAR BS 8- 半 她 入 并 酶 片段 分 开 。 利 用 甲 硫 氮 酚 作 为 融合 蛋白 
的 连结 点 只 能 用 于 月 的 蛋 自 不 当中 硫 氨 酸 或 色 焦 酸 。 纯 化 的 ARAB 侠 再 用 二 硫 桥 连结 起 来 
得 到 完整 的 胰岛 素 (图 13~13)。 利 用 基因 工程 生产 人 胰岛 素 的 另 一 各 方法 是 将 跨 高 嘎 原 的 
RN 通过 反 转 深 栈 合成 cCDNA, 在 合成 的 腊 岛 案 原 的 cDNA 的 5' 末 端 加 上 夸 硫 氮 构 的 密码 子 
(ATG), 将 此 cDNA AA RIR A- 半 纺 业 芽 酶 基因 中 并 转 入 大 肠 杆 苗 表 达 ， 和 细菌 半 
乳 焊 痛 梅 融合 的 号 岛 束 原 可 用 ON Br 处 理 而 释放 出 来 ; 胰岛 素 原 自动 袖 合 形成 天 然 状 态 的 三 
维 结构 ,二 硫 桥 也 所 然 形成 ,最 后 切 去 Q 肽 而 生成 胰岛 素 ( 图 12-13) 

从 商业 开发 的 前 度 考虑 ,理想 的 目标 是 工程 菌 单个 细胞 的 产 率 高 ?而 且 能 将 所 需 的 蛋白 质 
AMET APs RPT DRAB RAR NRA. AER A 
fel He TTA Sak RES LA FP I BR PS E E 
因 中 ; 8- ARMREREERTERKDR DE T HAAA DY SE ESP BS IN 
PRP ELT MA RA P- ARE E SABA ae. 6- 肉 酰胺 酶 
就 作为 一 种 载体 蛋白 (图 12-14), 

2. ARBRE ORR TA 大生 长 激素 有 191 个 妮 基 琶 残 基 组 成 的 单 链 蛋 白质 激素 ,由 
脑 下 重 休 分泌 ， 侏 全 证 基 出 于 缺乏 生长 激素 廊 玛 .已 成 功 地 用 了 酶 促 合 成 cDNA 及 部 分 化 学 合成 
生长 激素 DNA 而 得 到 生长 激素 的 完整 基 闪 ,其 中 编码 氨基 琶 残 相 1~24 的 DNA 片段 是 化 学 
合成 的 。 在 第 一 个 窗 码 子 前 而 加 上 ATC RED REBAR AR ia. 将 合成 的 基因 择 入 
表达 顷 粒 并 导 和 大肠 村 苗 ， 从 而 使 大 肠 村 苗 拥 造 人 坐 长 激 吉 。 细 苗 产 生前 生长 激素 多 了 一 个 
Rhee OSH TH a I A A I KS AE RRS AE ET 
受 影 响 。 

3, 干 搞 来 的 基因 工程 ”和 胰 久 素 , 人 生长 激素 不 局, 在 干扰 素 重组 DNA 成 功 以 前 ,对 王 
挠 素 的 结构 一 无 所 知 * 因 此 不 可 能 人 工 合成 基因 。 干 拢 素 cDNA 的 获得 是 将 产生 干扰 素 的 白 细 
胞 的 mRNA IRE ARE RER RR A mRNA FE ARR SU ART, JEM EP 
病毒 演 性 ,结果 发 现 128 mRNA 的 滞 性 最 高 ,因此 用 这 部 分 mRNA 合成 cDNA。 Fi RMRNA 
(Ri AU mRNA Wy 0.01~0.2%, Pett CDNA SCHR KEM LT A 
ARRAS ASAT REA, QUATRE DNA FRE PRR 
基 酸 序列 。a 和 8- 干扰 素 由 166 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， THA HAS els 31 和 23 个 氨基 酸 残 基 
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图 12-13 ARMS RA AE RR, RR A, Bit 
化 学 合成 ; ATG IES 端 。 合 成 的 基因 克隆 在 & ESL 
RERA A PRET BPR. PEA E col RETA Ae, 出 产 半 
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图 12~14 原核 细胞 的 信号 顺序 使 融合 焉 自 可 以 分 泌 出 来 。 胰岛 素 原 CDNA 克隆 在 A 
BURRS, ARTE fr- ARR —ROSRBS ES . HFA AM 
胺 酶 NN 端 有 信号 肽 , 可 使 大 路 杆菌 分 说 此 融合 蛋白 。 
Re o- PRE 有 13 个 亚 型 ,分 别 由 13 个 基因 编码 , 而 8- FERAE -AER MERA 
于 拢 未 基因 和 单个 8- 干 护 素 基因 都 在 第 9 染色 体 上 。B- 干 护 素 基因 和 o- 干 摔 素 基因 没有 
内 泥 。 大 多 数 干 护 素 都 是 糖 基 化 的 。 但 糖 链 并 非 生物 活性 所 必 淹 。 起 初 干扰 素 在 大 肠 村 获 中 
钓 让 达 水 平 为 每 个 细胞 生产 50 PDE, 将 干扰 素 cDNA 序列 精确 定位 于 E. cdi 的 乳 
糖 启动 子 邻近 ， 提 高 才 达 效率 1 000 信 以 上 。 目 前 1 天 培养 液 已 可 得 到 lng FARK. HEAL 
化 结晶 ,下 明 即使 大 剂量 应 用 也 无 毒性 。y- 干 护 素 的 基因 工程 困难 更 多 ,但 也 已 克隆 成 功 。 用 
HEGRA SAR EAN HOSE HES mRNA 并 注入 峙 卵 号 细胞 中 ,检定 mRNA 的 翻译 产物 是 将 
有 y-TRAIME HRA y- FRAN 18S mRNA Ba DNA ,并 将 此 cDNA 克隆 到 其 
= 485 » 


育 SV40 复 币 原点 和 质粒 复制 原点 的 穿 核 载体 中 ， 将 重组 质粒 导入 大 肠 杆 菌 中 出 郊 再 转 
COS Ai. COS 细胞 是 整合 有 BV 40K T HEAR RAR 7E COS guh S 
序列 使 载体 大 量 扩 增 并 使 cDNA 83k. HAIR cDNA (REA RM ARE 
中 落选 出 干扰 震 基因。 和 a,6 -二 扰 于 不 同 , v- PRR AS PA, ARATE 
BR. MEO Ri Maa RAKKAR TREH LATAS aes 
4. CEM ELERT HAARR GREAR RERE E 
o AR ZU REE i E ARRA o a SA 
FEAF, EE REIER, fC DNA BARRA ALE ME AT AS Mansia 
粒 , 灭 活 情 作为 痉 疝 ,因此 求 源 受 到 很 大 限制 。1979 年 乙 漠 肝炎 
单 股 的 DNA, 4) 3 200 磊 盐 对 融 隆 成 功 并 完成 了 序列 测 乱 ， 从 而 探 明 了 2 个 已 知 剖 
WAHRE. MAGRE LEA UJ DNA 结合 在 一 起 ) 和 表 可 抗原 蛋白 。3 
He pot Te RN Ts EBSA DOP AMT AR, BT 
HARES SEA PERR. SE APL A 
BITERI ARIAT. aei REDEA RR. ET: ? 
22-nm TAD, BORE LEP AR, RET d 
没有 核心 蛋白 ,这 种 晤 粒 虽 未 糖 莽 化 ,但 并 不 影响 其 抗原 性 ,因此 可 作为 乙 型 


th 


HAL BBA 


A. BR 


JST A AEH BAY TE TE BR ATE 
PUR ADE BR. RRIF 1 SAE Re 
ER. APRE- RUA a AB A Sa AAEN a BRS 
展 已 进入 新 阶段 ， 人 们 不 再 满 是 于 侧 造 生命 体内 记 帮 在 
大 分 子 的 许多 多 点 ,制造 册 全 新 的 性 能 更 好 前 物质 。 这 就 是 绰 百 质 工程 
质 化 举 相 结合 的 产物 。 人 类 是 万 物 之 灵 , 面 我 国 和 大 日 让 全 人 类 的 五 分 之 一 
WHE BAR. HEME RS SARE A, BEB EA a RE 
ARENT PAE HES FAD JE AEREE Be PE K TTR 


EA oa 
Be 
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附录 :涵义 和 译名 有 所 变化 的 部 份 分 子 遗 传 学 术语 


1. Gene— #6 1909 £, HARER W. Johannson 首先 使 用 基因 一 词 , 其 概念 与 当 
年 重 德 尔 提出 的 “遗传 因子 ?完全 一 致 。 这 一 阶段 * 基因 只 友 多 辑 推 理 的 产物 , Hea 
物性 状 的 符号 ,并 无 实质 内 容 。 . 

FÆ T. H. Morgan 4 AIRTER EE FE EE A Ee, JH 
基因 在 染色 体 上 直线 排列 。1926 年 Morgan 发 表 了 《基因 论 》 并 推出 基 因 慌 表 着 一 个 有 
机 的 化 学 实体 。 

Ai Morgan 以 后 , 遗传 学 家 一 直 在 探寻 基因 的 化 学 实体 。1944 年 ,O. T. Avery A 
做 了 肺炎 球菌 的 转化 实验 , 才 首 次 证 实 基因 的 本 质 是 DNA, 是 DNA 分 子 上 的 功能 单位 。 
1953 Æ, J. D. Watson fi F. H. O. Crick 提出 了 DNA SAMAR RR. Mis 
生物 化 学 家 利和 遗传 学 家 并 始 向 基因 大 进军 ， PERTH SE BU 次 达 和 调控 的 细节 , BE 
生 了 分 子 遗 传 学 。 

1955 年 ,SB. Benzer 研究 了 T4 噬菌体 z>T 区 的 精细 结构 ， 提出 TMB (cistron), 
突变 子 (maton) 和 重组 子 (recon SRG. MPRA ARF BS eK 
链 的 核 苷 酸 序 列 , 是 一 个 功能 单位 ,如 II 区 的 和 MB 亚 区 是 两 个 顺 反 子 ,编码 两 种 
允 肪 链 。 而 突变 子 和 重组 子 经 后 来 证 明 实 际 上 是 一 个 核 苷 酸 对 。 顺 反 子 学 说 御 订 否定 了 
基因 是 决定 遗传 性 状 的 功能 单位 和 和 突变、 重组 的 最 小 单位 这 样 立 位 一 体 的 概念 。 旺 反 
子 学 说 认为 ,一 个 顺 反 耶 就 是 一 个 基因 ,这 个 基因 或 者 编码 蛋白 质 ， 或 者 编码 RNA 分 子 
GRN As, rRNAs), 

1961 46, F. Jacob 和 J-Monod ih TRA TL RRRAT MRS. Hoe TR REH 
SEAS A, FEAT HA FL RN ST Ey EY 
HARDE BME” (operator gone) WR ARABI PTI “Sy Ae A” (promoter 
gone), SbF, RARR M RADER A AB ee A RRR aA EA” 


RER METRAR T EE ETEA BA A I E RNS 
可 在 细胞 内 扩散 的 产物 (蛋白 质 分 子 或 RNA 分 子 )。 由 于 重组 DNA 技 术 和 DNA 序 列 
秃 析 技术 的 巨大 进展 ,人 们 发 现 所 谓 “ 操 织 基因 " 短 得 可 怜 ,只 有 二 十 余 bp。 

监 于 上 上述 原因 ,遗传 学 家 特别 是 分 子 遗 传 学 家 都 陆续 刊 夺 了 “操纵 基因 ?和 “启动 基 
因 ” 的 基因 资格， 将 它们 称 为 0perator H promoter ek # operator site 和 promoter 
region 等 。 这 种 变化 在 国外 早 在 7 年代 己 经 开始 。 例 如 1976 FI. D. Watson 写 的 
«Molecular Biology of the Gene 第 3 版 已 干净 彻底 地 剥夺 了 *“ 操 级 基因” 利 “启动 基因 ” 
的 基因 资格 。 即 使 是 经 典 进 传 学 家 也 悄悄 地 抛弃 了 “操纵 基因 "和 “启动 基因 ”的 说 法 。 例 
如 1985 Æ M. W, Btrickberger 写 的 <Geneticsy 第 3 版 正文 中 全 部 抛弃 了 这 种 不 怡 当 的 
称呼 ,只 在 其 索引 中 出 现 一 处 operator gene, KARE TRA RS AWE D. 

由 上 可 网 ，“ 基 困 ?这 一 术语 使 用 89 余年 来 ,其 字面 并 未 发 生变 化 ,而 其 概念 和 通 义 却 
在 不 断 地 发 生 空 化 , 可 以 说 是 遗传 学 下 涵义 并 化 最 多 最 快 的 一 个 词 。 关 了 1977 年 , AN] 
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发 现 了 不 连续 基因 ， 使 得 基因 的 概念 并 不 完全 等 同 于 服 反 子 。 基 因 概念 的 变迁 也 必然 小 
豚 到 甚 它 的 遗传 学 术 请 。 

根据 目前 天 们 的 认识 ,基因 应 该 是 亡 够 表达 和 产生 基 央 产物 (蛋白 质 或 ENA) 的 DNA 
序列 。 概 据 产物 的 类 别 可 以 分 为 蛋白 质 基 因 和 了 且 NA 基因 (TRNA 基因 和 tRNA 基因) 两 
大 类 4 根据 产物 的 功能 可 以 分 为 结构 基因 ( 醉 和 不 直接 影响 其 它 基因 下达 的 副 身 质 ) 和 调 
THER BREA RRR AT AB, 假如 按照 “有 功能 的 DNA 片断 "或 “实现 一 定 
遗传 效应 的 核 苷 或 序列 "来 定义 基因 的 话 , 其 染色体 上 处 处 起" 基因 ”, 面 县 这 些 “ 基 因 ” 还 
常常 相互 重 琶 ， 则 “重要 基因 "和 “基因 内 基因 ”会 多 得 不 可 胜 数 。 例 如 在 许 岁 基因 内 部 已 
ARTERE AAMA Operator), 以 便 形成 联通 状态 的 隆 磋 线 构 (100p)。 在 经 典 的 汽 
PRAT lul 基因 内 就 有 这 样 的 位 点 。 因 说 ,要 在 染色 体 上 确切 地 区 分 “有 功能 "的 序 
殉 和 “无 功能 ?的 序列 是 很 难 办 到 的 ,这 种 做 法 本 身 或 许 就 是 不 科学 的 。 这 样 ,即便 是 一 个 
BERPACAO REM, 人 和 们 还 是 无 法 知道 这 个 染色 体 上 到 不 有 多 少 基因 。 

关于 基因 涵义 的 变迁 在 国内 也 早已 开始 ， 许 多 教 旺 和 研究 人 员 在 他 们 的 授课 讲义 和 
Cp BM RE” AIA AKE, Fils EA eS A, 
AASB Re TEER RARE. 

2. Operator-——-fEF DNA DF LEA AAA, 用 以 阳 上 相信 的 启动 子 上 过 
录 的 起 始 。 B. Lewin 在 <Gleness 中 这 样 定义 操作 子 , “Operator is the site on DNA :- 
at which a repressor protein binds to prevent transoription from initiating at 
the adjacent promoter.” 

3. Promoter 一 一 启动 子 “DNA 分 子 上 结合 RNA He ARG MRR ROM 合 合 物 的 区 域 ， 
在 许多 情 访 下 还 包括 促 渤 这 一 过 程 的 调节 蛋白 质 结 合 位 点 了 Lewin 在 <Ghenes» 中 这 样 定 
REDS “Promoter is a region of DNA involved in binding.al BNA polymerase 
to initiate transcription.” 

4.-Operon 一 一 -操纵 元 (又 称 操 纵 子 ) 是 原核 生物 基因 表达 和 调控 的 一 个 完整 单元 ,其 中 包 
括 结构 基因 ,调节 基因 ,操作 子 和 启动 子 ,B.Lewin 在 <Glenesy 中 这 样 定义 操纵 元 :9peron 
is a complete unity nihot bacter! aoterial geno expression and regulation ir?” -ting structural 


genes, regulator for gene(s), and control elements in DNA recognized by regulator 


gene product(s).” 

E. Reguon— mez —TAPEEHE OMT ATR LAR. BE 
的 调节 基因 与 其 控制 的 操纵 元 合 起 来 称 为 调控 元 。 大 肠 杆 菌 中 最 大 的 调控 元 以 808 调 
控 元 。 

8. Transcripton— HRI HHT, HERD RARE. 转录 元 下 相应 的 操纵 
元 要 小 些 。 

7。 Keplicon 一 一 复制 元 ”复制 单元 , 即 从 一 个 复制 原点 所 起 始 的 复制 作用 所 进行 的 范围 。 

8. Transposon-— HET ” 转 座 单元 ， 即 甬 能 进行 复制 并 将 一 个 指 区 搬入 新 位 点 的 DRNA 
序列 单元 。 

9、Retropogon 一 一 返 座 元 EL RNA 为 中 间 体 的 转 座 单元 。 

10. Intron— FECA AMG) ARE et BNA 拼接 反应 而 被 
去 除 的 RNA oe a DNA 序列 。 有 些 基因 的 内 元 可 以 
#4890 
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24. 


25. 


26. 


编码 蛋白 质 (RNA RARR ER, 因此 称 为 “内 含 子 ” 是 不 恰当 的 。 

， Exon 一 一 外 元 (科学 》 杂 志 称 之 为 外 单元 ) 原初 转录 物 通 过 RNA 拼接 反应 而 保留 于 
BUR RBA 中 的 序列 或 基因 中 与 成 熟 RNA 相对 应 的 DNA FRA), JLRS RAS TE AE 
因 的 首尾 两 个 处 元 帮 只 有 部 分 序列 编码 氨基 酸 ， 也 有 完全 不 编码 的 情况 } AE rRNA m 
如 NA 中 的 外 元 当然 是 不 编码 的 。 因 此 称 为 “外 显 子 ? 是 不 恰当 的 。 

- Cistron——MRARMRF ”通过 顺 反 测验 所 确定 的 遗传 单元 ， 大 体 上 柑 当 于 一 个 编 
BEAM RA, B. Lewin 在 Genesy 中 这 样 定 义 顺 反 元 : “Oistren is the genetic 
unit defined by the gis/trans test;equivalent to gene in comprising a unit of DNA 
representing a protein.” ~~ 

- Muton— REF FRE RDM, MLA MRM. 

Recon 一 一 重组 子 ”发 生 重 组 的 最 小 单位 , SLB Te. 

- Codon— WBF mRNA 或 DNA 上 和 代表 氨基 酸 或 蛋白 质 合成 终止 信号 的 三 联 体 长 
iT Be 

. Enhancer — WAF ERIAS UMMRRÉEK DNA AI JONAS 
序列 的 廊 岗 无 关 , 与 它 在 基因 的 上 下 游 位 置 无 关 , 并 具有 强烈 的 细胞 类 型 依 粮 性 。 

， Sileneer 一 一 道 制 子 ERI A oF URRY DNA。 其 作用 机 制 与 增强 
子 相似 ,只 是 效应 相反 。 

-Terminator 一 一 终止 子 促进 转录 终止 的 DNA 序列 ,在 RNA 水 平 上 通过 转录 出 的 终 
止 子 序列 形成 郴 - 哈 只 结构 而 起 作用 。 叉 可 分 为 依赖 于 BO I PRR hot T o By ek 
FRR. mee l 

. Attenuator — ERF 一 个 受到 翻译 控制 的 转录 终止 子 结 树 。 由 于 恶 译作 用 的 影响 ， 
衰减 子 后 面 的 基因 或 者 继续 被 转录 ,或 者 在 衰减 子 处 实现 转录 的 然 止 即 产生 府 减 作用 。 

Spacer -一 间隔 区 讽 种 核酸 序列 之 闫 的 任意 序列 。 通 常 指 两 个 转录 单元 之 间 的 : 的 非 转录 
Hl cE MERRE LO, 或 者 两 个 tRNA 基因 或 两 个 TRNAS 

PAZ MIE a INR EP, 

Leaaer 一 一 前 导 序 列 通常 指 mRNA 中 起 始 密码 子 ADG 之 前 的 序列 或 SLEW E 应 

iy DNA Fra], 

.Trailer 一 - 拖 属 序列 ”通常 指 mRNA 中 终止 码 密 子 之 后 的 序列 或 与 此 序列 相应 的 DNA 

序列 。 

Sense strand- 有 义 链 、 在 双 链 DNA an skeen alent ah — 41 DNA 链 ， 它 与 原 

初 转录 产物 的 差异 仅 在 于 DNA 中 的 卫 变 为 RNA 中 的 口 。 有 义 链 又 称 六 编码 链 (eoding 

strand), SPE i A N RTE ME g — BEBE OMe 26, HE” (nonsense strand), 

Antisense strand—— Mee ZONE DNA 中 用 作 转 录 模 板 欧 那 条 DNA gE, EX 

称 为 模 松 链 (tamplate strand)。 反 义 链 与 有 义 链 互补 。 要 注意 ， 反 义 链 在 过 去 兽 一 度 被 

叫做 “有 有 义 链 ? 或 “编码 链 ”。 . 

Loop— mem ”一 条 核 背 酸 通盘 鱼 成 水 规则 环 溢 的 二 级 结构 。 这 种 二 级 结 爸 可 以 由 只 

堪 两 端的 碱 基 配 对 而 产生 ,配对 部 分 称 为 柄 或 基 (atem), 二 者 合 称 为 柄 ~ 渝 虹 结 袍 (sterns 

loop structure), X $k WH HAM (hairpin structure); MEE AT UE TERREA 

TOT OG BEY Ls TT I ES pal MERA SE Hi] Clooped rolling- 

2400+ 


27. 


29. 


30, 


31. 


32. 


33. 


34. 
35. 


36. 


37. 
38. 
39. 
40. 
41. 
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ci ole replication 31 Fa} Hy EEA E DNA, MARBLE RSE TR 
eR NE DDG RABE et DNA, Bike, ARAR loop 不 恰当 地 详 为 
“SB” 5 AR Ze NA RA Hee FH a SF Ae LCA BR EH” T o 

Niek 一 一 切 刻 DEDNA H- RALHA ERON DHEPRSRERATR. 
要 注意 ,国内 大 多 把 niok 不 恰当 地 译 为 “切口 ”如 叫做 单 链 切 口 则 无 会 义 上 的 差错, 但 罗 
由 了 一 点 )， 还 有 错误 地 翻译 为 “缺口 "的 。 

Nick translation HAF “在 离休 试验 中 , 由于 DNA RAMI MRA 
3 外 切 酶 活性 的 同时 作用 , 俩 双 链 DNA 上 的 切 剂 沿 着 93/ 方向 由 一 个 位 置 平行 移动 
FAP. EAM AAI. OO RR RINE. AER 
translation 是 物理 学 名 词 , 意 为 平移 或 平 动 的 意思 。 


Tsoschizomer 一 一 向 位 酶 、 识 别 位 及 相册 的 一 组 限制 性 内 切 栈 。 要 注意 , 一 组 同位 降 所 
产生 的 粘性 末端 不 一 定 相同 。 
Isoceandamers 一 一 局 尾 酶 ”产生 相同 的 粘性 未 端的 一 组 卫 制 性 内 切 酶 。 要 注意 ,一 组 同 


昨 酶 的 识别 位 点 不 一 定 相 同 。 

及 epressor 一 一 阻 通 蛋 白 “与 操作 子 结合 前 调控 蛋白 质 。 对 于 可 诱导 操纵 元 来 说 * BB 
蛋白 本 身 就 是 与 操作 子 结合 的 活性 形式 ;两 对 于 可 阻 过 的 操纵 元 米 说 , 阻 过 蛋 自 需 要 与 辅 
BY (corepressor) 437 aA Ha FRET Ee 

Indueer 一 一 诱导 物 “能够 诱导 基因 表达 的 小 分 子 物质 。 对 于 可 诱导 的 负 控 制 操 维 元 来 
说 ， 小 分 子 的 诱导 物 与 阻 遇 蛋白 的 结合 使 阻 过 蛋白 从 操作 子 上 解 离 下 来 理 引 起 基因 药 转 
录 ; 而 对 于 可 诱导 的 正 控制 操纵 元 来 说 ,诱导 物 与 无 辅 莽 诱 导 蛋 白 (apoinducer) 的 结合 才 
上 成 有 活性 的 诱导 牺 去 促进 基因 转录 。 

gelenocysteine 一 一 泵 半 胱 氨 酸 ”着 从 大 跌 杆 菌 直到 人 类 都 有 的 儿 有 氨基 酸 之 一 ， 是 番 
译 时 堂堂正正 进入 脐 链 的 一 个 氨基 酸 ,而 不 是 翻译 后 修饰 所 产生 的 。 珊 半 胱 氮 酸 的 密码 子 
是 UGA。 

Paracodon— 副 密 码 子 tRNA 分 子 上 决定 其 携带 氨基 酿 种 类 的 区 域 。 
Transformant 一 一 转化 体 (也 有 有 译 为 转化 子 的 》 让 天 然 的 或 人 工 重组 的 质粒 ， 噬 菌 体 
或 病 江 进 入 纪 胞 并 能 在 细胞 内 复制 而 繁殖 。 含 有 这 样 的 载体 的 细胞 就 称 为 转化 体 。 
Progenote 一 一 原始 细胞 ”生命 进化 过 程 中 最 早出 现 的 细胞 中 做 原始 细胞 。 由 原始 细胞 
进化 成 古 细菌 , 走 细 获 和 真 被 生物 这 三 个 分 支 。 
Archaebacteria—— HHO. Woese 于 1990 年 建议 改 为 archaeotida。 
Eubacteria — Hiei O. Woese 于 1990 年 建议 改 为 bacteriotida。 
Procaryotes— FREH 没有 核 腊 结构 的 生物 ,包括 古 幼 获 和 直 细 菊 。 
Eucaryotes 一 一 真 核 生物 HARNEY. 

Urearyotes 一- 原始 实 核 生物 “由 原始 细胞 进化 到 单 细 胞 真 核 生 物 过 程 中 的 中 间 阶段 
的 生命 形 奉 。 原 始 真 核 生物 细胞 内 没有 线粒体 ,这 是 它 与 真 核 生 物 的 最 大 区 别 。 
,Yirion- 一 “病毒 粒子 ”是 病毒 的 细胞 外 存在 形式 。 杠 据 外 膜 的 有 无 ,可 以 分 为 裸 痢 毒 粒 子 
(naked virion) 和 包 被 病毒 粒子 (enveloped virion BAA. 

Envelope} ”所 被 病毒 粒子 的 最 外 面 的 脂 双 层 结构 ,其 中 含有 病毒 的 大 钉 蛋 自 
(spikey。 在 锯 被 病毒 粒子 的 形 厂 过 程 中 ,病毒 的 大 钉 蛋 自首 先 裤 合 于 细胞 膜 中 ， 然后 以 某 
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44, 
45. 
46. 
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48. 


49. 


50. 


PALARI AROLE TER » FA BA SE Te sh h Bo 

Nucleccapsid—- -AE 由 将 毒 的 基因 组 及 其 衣 壳 蛋白 所 组 成 的 结 狗 单元 。 旬 病毒 粒 
了 了 实际 上 就 是 核 粒 。 也 有 人 将 nucleocapsid DEHER A FE KAR” o 

Capsid— KA ”由 病毒 自身 编码 的 衣 壳 蛋白 所 组 成 ,一 般 由 一 种 或 少数 几 种 农 壳 蛋白 
一 再 重复 而 构成， 由 于 这 种 限制 ,病毒 农 过 只 有 中 空 棒状 和 20 面 体 这 样 西 类 形式 。 
Positive strand RNA virus——TE@RNAMM EAH RNA fë Bf mRNA RY 


mRNA 相同 ,这 样 的 单 链 RNA 病毒 称 为 正 链 RNA 病毒 。 


Negative strand RNA virus—— 负 链 RNA AS ZAH RNA 进入 细胞 后 必须 道 
过 RNA 复制 ,产生 出 互补 链 作 为 mRNA, ,这 样 的 单 链 RNA 病毒 称 为 负 链 RNA 病毒 。 
了 Pregenome 一 一 前 基因 纪 ”在 乙 型 肝炎 病毒 基因 组 DNA 进入 网 胞 后 , 以 负 链 为 模板 转 
录 产 生 全 长 的 正 链 及 NA, 并 与 病毒 编码 的 道 转 隶 醇和 引物 蛋白 质 一 起 包装 到 非 成 熟 衣 壳 


He TERA RAY LES RNA HERA RR RNA 降解 ,并 
URRE, Bie DNA 为 模板 合成 不 完整 的 县 有 不 定 长 度 的 正 链 DNA, J 


后 添加 包装 信号 ,形成 完整 的 衣 过 ,在 分 泌 过 程 中 钱 得 其 外 膜 ,最 终 成 为 病毒 粒子 。 上 述 
过 程 中 所 产生 的 全 长 正 链 RNA 则 称 为 乙肝 病毒 的 前 基因 组 。 
ede genes 一 一 cdc 基 因 维持 细 胸 分 裂 思 期 正常 运转 的 一 组 基因 。 在 酵母 细 跑 中 已 发 更 
50 种 以 上 的 cde 基因 。 
Ribozyme— Rii ARIRE RARMAN AARAM A HRR 
.是 BRNA 所 具有 的 催化 性 质 。 它 仅 在 化 学 本 质 上 不 同 于 传统 的 “蛋白 质 酶 ”(Broteineows 
enzymes), 而 在 催化 功能 及 其 特点 上 和 蛋白质 催化 剂 却 没有 什么 不 同 ， 只 不 过 是 在 灵活 
性 和 多 禅 性 方 告 远 不 如 蛋白 质 酶 。 近 年 来 ,国内 关于 ribozyme 译名 的 讨论 和 建议 已 经 很 
多 了 。 尽 管 每 个 人 都 费 尽 了 脑筋 ， 但 都 迄 不 能 尽 如 人 意 。 这 是 近 百 年 求 中 同文 字 在 新 名 
词 翻译 方 而 所 面临 的 困境 前 继续 ， 因 为 世界 上 各 种 语言 之 问 广 泛 采 用 的 字母 对 译 方式 
(transjiteration) 是 中 国有 具 前 文字 所 难以 采用 的 。 既 然 如 此 ， MAM riboryme sy 
义 利 本 质 来 定 译 名 了 。 在 这 方 而 权威 性 的 论述 就 是 Tihezyme 的 发 现 者 Qesh 1986 年 的 
论文 “RNA ns an Enzyme” (Set, Amer,255 : 64~75), Thomas Cech 发 现 四 JA th 265 
TRNA W ARH, 以 及 WR L-19 分 子 对 于 其 它 分 子 的 催化 性 质 ! Sidney Altman $M T 
RNAaseP 的 催化 成 分 是 其 中 的 ENA 即 MIRNA REBAR, RNA 俱 化 性 质 的 发 现 
可 以 说 是 80 咎 代 分 子 生物 学 中 最 重大 的 发 现 , 因此 上 述 二 人 获得 1989 年 诺 由 尔 化 学 奖 。 
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(说 明 ， 尝 引 按 条 目的 前 三 个 字 的 汉语 拼音 音 序 排列 ， 
车 以 英文 字母 或 希腊 字母 开头 ， 则 忧 先 排列 


A 


Ac-Ds 系统 449 

adc 基因 149 

ADNA 13 

ADP 核糖 基 转 移 覆 ”150,302 一 303 
4m 序列 41,273,462 
amber 抑制 tRNA 250 
ANT-G 837 

LP A 136,148 
AD Goa 148~149 
AppppA 326 

eit inc = 321,424~428 

th 478~473 
879,882, 386~395 


糖 操纵 元 298—296 
(Fak 5 DHTR 基因 扩 增 338 


三 序列 家 族 al 

Pam fy 360 

KDNA 13 

Derk-Sharp 制图 法 58 
Preathnach-Chambon HM) 233 


Pritten-Davidson 模型 348-350 - 


BX-O 337 
B-E 283 一 386 
ARIER 272,483 
PIERA 370 一 371 
JGR RFE 308,361 
WAH 431 
RAMA] 84 
CRG 271 
BHC 847 

举 乳 糖 操 纵 元 。，291~283 
Herre ME, 136 


RFA 231 

HERK 826 

me 184 

变性 10 

RERE 475 

RAN 159 

表 型 抑制 162 
AFL 286 

三 -哈哈 结构 “201~208 
ARBRE 73 
MBAR 444 
病毒 核 粒 451 

病毒 粒子 451 
ABR 13~44,74 
不 连续 基因 56 

不 稳定 ENA 210 
RERE” 359 


C 


CHIH 32~33 

CLEA 38~39,306~307,380~385 
CI He 306~300,319~320 

Cm HA 306 


C5-FA eink 17, 151~156, 177~178, 


346~ 348 
CAP-cAMP 188,191~192,290~201 
oa 基因 215 
CCAAT #f 194,380 
cDNA WR ETAT 
Chi 结构 410-411 
Chi FFF] 422-423 
CI 475 
Cd 204~206 
conc 基因 457 
copa 成 分 446~447 
cos 位 点 112 
ws 质粒 476 
Cot HA 113 


Cr 294-206 

Cro WH 39,306~307,380 ~ 335,389 
CIF 355~356 
操纵 元 34~35, 167,283 -285 
RATO RAD 
Te MEE) 
HET 34~35, 187,286 
TAR 438 

插入 序列 430~431 
RR 22 

长 末端 重复 431 

长 散布 重复 序列 《61 
ie 18,21~28 
GRRE 中 
AmS 283 

HEEF 340 
FREA 335 ~336 
重复 序列 41 

重组 热点 422 一 423 
重组 修复 142 

穿梭 载体 473,475 
粗 面 内 质 网 273 
SEEM 138 
BRB 137 

错 义 突变 160 
错 义 抑制 164,167 一 169 


D 


D-H 86,102 ~103 
drm 基因 138,176 
DHU 革 247~248 
din ÆR 146 

5 成 分 445 一 446 
DNA 

A-DNA 13 
B-DNA 13 

变性 10 

不 岁 一 性 7 
Chargaff YRR 3 
cos 位 点 118 

Cot 基线 1112 
缠绕 数 22 
MRE 18,21~28 
超 螺旋 密度 23 
AW 3,13~15 


dko 


AURE 19~21 
带子 模型 22 
BBEIR DNA 27-~28 
动 基体 7,54 
二 核 背 酸 对 8 

二 级 结构 3,13-21 
工 形 DNA 27~28 
RRB 15,17 

反 向 重复 序列 T 
复 性 10~12 

复制 84~131 

负 超 螺旋 18,21~28 
富 含 AT 序 列 7,9 
He 13~21 
ERFA 9 

环 连 DNA 27—28 
BRR 3,138~14 
碱 基 堆 集 力 4~5,8 
碱 基 倾 有 13~21 
ay 21,23 

可 弯曲 性 一 
BPA 1 

链 环 数 22 
链 环 数 比 差 22 
PRE 6 

HRIR 8, 18~14 
WDE 19,21 
REES “13~21 
螺旋 轴 13~16 
Hig 22 

拨 键 3~4,14~15 
RNA-DNA 杂交 分 子 18 
下 形 DNA 27~28 
MARAR 15,17 
BA 21,23 

松弛 形式 23,25,27 - 
Tmk 8~10 

SAMI DNA 27 

突变 159~182 
拓扑 总 绕 数 ”22 

拓 补 异 构 现 象 对 一 名 
EMAA 28-27 
Vinograd 方程 22 
YDNA 18 

卫星 DNA 7,41~45 


IG REDNA 27 一 中 
小 沟 3,13~15 
(NAIR 19~21 
WEZH 25~26 
收复 196~157 

序列 分 析 2 

序列 复杂 性 11~12 
TERRE 24~25,94~95 
一 级 结构 1 
IDNA 27~28 
IJEDNA 27~28 
Z-DNA 14~21 
Z-DNA 结合 蛋白 17 
gem 11 

He 3,13-~14 
DNAasel 192~193 


DNAasel 优先 知 丰 性 ”342 一 343 
DN4aseT 超 敏感 性 ”343~344. 


DNA RHE 
cin BE 443 
gin 基因 442443 
Hii 互 2 基因 326 
HO Aim 424~425 
hin ER 326 


995bp FARRER 326 
BEES MAS 330~341,424~425 
Mu 噬菌体 G 片断 及 其 例 位 ”442 一 443 


免疫 球 蛋 由 基因 的 生成 


341 


了 1 哄 羡 体 C 片 新 的 向 位 443 


whl eR 336 


DIRE $26, 


DNA 复制 84~131 
REAA 84 
学 不 连续 性 95—07 
D-4%  86,102~103 
dut- 96~97 
dUTPase 96~97,136 
ATH 112 
蛋白 质 引物 417~119 
HRAN 126 
SNE .126 
复制 复杂 性 84 


443 


复制 原点 84~87,100~108 


复制 体 103 
复制 元 102,120 


复制 元 族 120 
复制 终止 116~119 
复制 调控 128~131 
gom 基因 112 

7 复合 体 90 
Piet 96~97,116 
Hevea 109~111 


WRAP 86~88,111, 422-423 


BPR 89 
PAIR 89 
Bk ae 126~128 
MRE 97,115~116 
Hae 124 
EH 126 

2 Eaei 105~108 
连环 分 子 88,117 
末端 蛋白 117 
Hate 117 

NF-2 119 

ORUE NES 96~97 
平 锅 祷 结 119 
起 始 复合 物 105 

前 体 片 断 的 连接 98~99 
RFI 113 

RFI* 105 

RFI 113 

Remi 94,116 


SV40 DNA 复制 122~126 
T7 DNA 复制 106~108,117~118 


RAREZA 8 
tag? 96~97 
先导 链 97,115~116 


腺 病毒 DNA 复制 ”117~120 


腺 病毒 DNA RAM 119 


BURR DNA AEA 119 


线粒体 复制 ”102~-103 


BRERBERARA 80 


BAME 97~100,113 
32K 105,113 
引物 97~100 
aik 105,113 
Hha 126 

转录 激活 98,105 


质粒 拷 册 数控 制 130~131 
dna 基因 100 一 101 


© 495 e 


DNA 用 基 化 

CORA Rania (CG TERRENS EAH RE 

th 346~348 
REMY 346~ 347 
ee a eee 
HOMER 346 ， 
去 甲 基 化 347 一 348 
全 甲 基 化 346 一 347 
S-RWE SAL SPRY, 347 

6G5S- 甲 基 唤 哮 院 与 限制 -修饰 作用 161 一 156 

COA anime SSG 177~178 

COE Emery Z-DNA 17 

dan WE 104,131 ~138 

NGF BRS (GATC 中 ) 与 所 
138 

六 6- 罩 基 腺 焉 吟 (GATC 中 ) 与 onic 功能 104 

N6- FH LER 5 le aR] 151156 


你 复 ”137 一 


化 试剂 产 和 的 甲 共 化 
N-7,N-3,0-6 PHE 149 
THEE Ry, 140 
Ti FP AE SL OR AY DNA OG D E 
193, 287 
DNA REMURBD 88~93 
7 复合 体 90 
REFE W 
HER 92 
PiE 92 


Poam* 90,116 
wap ez 

3'5 SDE OL 

5 一 3 外 切 栈 活性 ”时 

DNA RAH) 120~121,124 
DNA EERE 93 

DNA JRM 94 

DNA 修复 136~150 

oda Tk 149 

AP 内 切 核酸 降 156,148 
BA 139 

ERAR 136 
KTH 14a 

Bape 142 

HEUER 137 

tiny 138 


dsa 5] 158 


Tnt 116 
DNA WEWN Lis 
mA 119 
deeb eel [ta 
二 聚 体 后 起 外 13 
WLS, 
复制 修复 126-7137 
AWEL 14 
千 皮 性 色素 帝 着 142 
MRE 159 

光 修 复 139 

fie 139 
PRALIBARE Lis~1!9 
SR 149 

LexA 115 138 
wut, LS 133 
NHR 137,151 
BENE N-ABREAS 136 
(oE Ae WE A 
phy 基因 “139 
Poll 136 

切除 修复 141 
去 嗓 玲 作用 148 
RecA 142,145 
RecA RABE: 145~146 
SOS 反应 146 

SOS ig 147 

SOS i44 

BRIG 139 

适应 反应 148 

损伤 修 旧 ”4138~149 
untO 144 

UV 复活 144 

UvrABC 142 

saat 149 
6-athare 151 
修复 内 切 酶 “1 拉 
BATEZERE 138~147 
液体 保持 恢复 139 

HA Rath) 147 
DNA hip 94~95 
DNA SIRT) 97~93 
DNA 引发 酸 ( 眉 桩 ) 121,124 
ATH I 

KWA 258 


amar 55,126 
RERS 461 
动 基体 7,54 
BRAUER 208 

IR ADP 核糖 基 化 ”277 
多 聚 核 疹 酸 磷酸 化 酶 321 
ZR 257 
Swe 434 
多 数 tRNA 250 
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EF-Ts 265,267~268 
EF-Tu 265-268 
elF 265 


PNA 379-380 
ZAER 8,346~348 
二 级 结构 “3,13 ~21 
TRI 40 


2/7 219 

em 质粒 411 
TEDNA 27~28 
Tl MRNA AR 215 
二 元 复合 淘 197 
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p29 119 

ax rd4 36~37,113~114 
翻译 247~277 

Alu FAL 873 
EHR 277 
Bank 277 
伴 显 评 处 理 271 
HARP 273 
TREE 07 
ELI 277 
TERA RIA 262 
玻 白 质 台 成 速度 262 
ZR ADP BUN, 277 
SMET mRNA 的 翻译 269 


EF-Ts 265,267 
EF-Tu 265 ~268 

elF 265 

hob lsi 276 
AUS CER) 271 
翻译 后 处 理 271,276~277 
反而 高 尔 基体 274 
Eg 270 

EEK 277 
BRANKA 270 
ERRE 275~276 
SREAM 273 
BEB 274 
arth 274 

GTP GRE 263~268 
SR 257-~262 
BARR = 273~274 
MEZHER 276 
HÆ 277 

BERE 277 

Wis 278 
NOW RRENA 262 
内 质 网 274 

38L RNA 273 
EET 262 
LGR 264 
起 始 tENA 262 
EHRT 263-264 
溶 酶 体 蛋 白质 273 
Bhine-Dalgarno 序列 264 
BRAT 267 

WA mRNA 269 
MRR 274 

Ts 循环 267 

tRNA 247~257 
tRNA“ 262 
tRNAY" 263 
tRNANe: 262 

PAY, 274,277 
M-RE 278 
BEA 273—274 
SAR 271 

细菌 外 腊 371 

信号 补 本 274 
信号 识 询 颗粒 273 
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ZK 271,274 MiB AUG 316 
ie 265 RITA k 317~318 
ERAP 265~266 一 RNA Sis 317~318 
乙 栈 化 277 RNAaseE 331 

AE 271 RNAasm 320 
AREMEHRAREE 265 re 基因 325 

ABA BESET EPR 269 rao 突变 320 

中 间 高 尔 基体 274 S-D 序列 316,994 
终止 与 肽 链 释 放 267~ 269 5 位 点 320~321 
KR 271 D RRA 319 
ERE 274-275 BMAF RF2 的 人 台 成 ”321~ 323 
转 气 基 酸 作用 277 柄 粥 突变 体 325 
HK EF-Tu 265~266 PPAR 325 一 326 

转 位 与 转 位 因子 了 ER-G 267 PARAF 926~326 
转运 小 泡 A BEANO 32 
翻译 水 平 的 调控 316~326 BEAM 321322 
AppppA 226 家 党 蛋 自 317~318 
cf 位 点 321 终止 子 强度 与 mRNA 稳定 性 819 
ER 326 PE BAe 271,276 一 277 
Cr BAREK ”306~309 翻译 扩 增 ”369 
蛋白 质 合成 自体 调控 321~324 RA 297 
SAE RNA Wis 817~318 REET 249 

SAA mRNA 中 各 基因 产物 比例 32L RST 247~248 
ERREREREE B21 反 式 拼接 236—237 
fama B1T~318 反 式 作用 284 

返回 调控 820 反 式 作用 因子 354~356 
反 义 RNA 316~317 到 向 遗传 学 18 

附着 蛋白 817~318 RXR 184 

PW REARS 322 BARNA 816~317,438 
BRRERM LLM 824 返回 调控 320 

tt 基因 319~321 RRR Ada 

BRM 325 ， BET M 

4B 3197321 ex 270,277 

micF 316 SERRE 147 ~148 
mic? 316~317 非 病毒 返 座 元 。460~464 
micRNA 316 IERRA 275~276 
mRNA 二 级 结构 317~318 非 条 件 突变 “161 

mRNA 寿命 319~321 HEPA 109,338,369 
MS-2 噬菌体 317~318 非 自 主 成 分 440 
BIHI 325~326 分 刻 蛋 白质 273 
POMS mRNA Se 391 分 小 型 载体 475,483 
OmpC A] OmpF 316 SRA, 274 

Pao 316~317 . At 274 
ppdpp 和 pbpGpp 825~326 分 于 进化 T1~75,78 225 ~~226 
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SMES RSs 1 
E mRNA 333-3385 
SOLR 283 
HS 456 
HERE 18,21~28 
PR 281 
AHF 386 
负 链 ENA Pea 185 
一 3 序列 188~189 
-35 序 列 189~190 
附 却 警 。、247~248 
附着 蛋白 317-318 
附着 点 424 
BHF 250~251 
复合 转 座 元 431- 436 
it 10~11,39~40 
复制 $4~181 
复制 重组 405 
复制 后 修复 44 
复制 修复 186 ~137 
复制 元 融合 438 
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片断 449~443 
G4 DNA 复制 113 
gag RA gi 
JAMG 291~293 
gam 基因 423 
acg 954~355 
GCD2 ÆA 862 
GON 基因 362 
GCNA 基因 362 ' 
GTP 263~268 
干扰 素 483~486 
RSME 473 ' 
感受 位 点 348~350 
PRT 96~97 
高度 重复 序列 d~d 
Hew 437~441 
Sheet 109~111, 
de 75 

共 转 换 413 

古 细菌 t647 

固 醇 类 激素 受 体 857 
ee 199~141 


RIAS] 86- 98,121,429 499 
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WER 307 
hin A SE] 307 
hin BR 448 
HMG RAM 342~343 
hnRNA(P) 363 
HO ADB 424 
Holliday 中 间 体 408 ~411,423 
RE PRRKE 89 
BEIM 89 
核糖 核酸 质 酶 “235 
核糖 体 257~262 
AMA 261 
ARR 250 
KES 258 
SRB 257 
EF-Tu 位 点 262 
28S rRNA 258 ` 
BAERE 257 
核糖 体 装 配 259 
核糖 体 突变 260 
活性 位 点 ”360 一 263 
mRNA 结合 位 点 261 
了 位 点 261 
sod 突变 体 259 
16SrRNA 258 
肽 基 转 移 酶 活性 位 点 261 
S8rRNA 258 
5STRNA 位 点 261 
小 亚 基 288 
HEEF EV-C 结合 位 点 262 
楼 糖 体 蛋白 质 合成 ”322~324 
核 小 体 48 ~54,126~128,341 、 
Bet 90,186 
核心 序列 9 427 
后 随 链 97,115~116 
呼吸 作用 9 
REAN 160 
SEIU 238,450 ~ 460 
ERHET t 
回复 突变 160、361 
回收 载体 474~475 
BEER 7,152 
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FENA 


EME 310 


变 体 290 
IFL 263~264 
IT2 263~264 
IS 268-264 

int EA 900,319~321, 427 
IPTG 473 

IS 430 

IS 共 合体 438 

IS ga 432 

i 289~290 
289~ 290 
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MAZER 276 
基因 488 

ada 149 

ara BAD 293~296 
ara G 293 ~296 
eI,cI,clf 38,204, 306~309 
cca 215 

ede 369 

dn 449 

dan 138,176 

din 1416 

dng 100—101 
DNA RAMA 90 
dut 96 一 97 

amy 451 
#xd74 基 因 38 
gag 451 

gIETK 291 

gam 113,423 
GCD2,GCN2,GCN4 362 
gin 442—443 
H1,H2 326 

hind 307 

hin 326,443 

his3 ISL 

afl 307 
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iné 209 919 334,427 
teI 284~290 

tZY4 284 

teed 145~146 

mut 138,176 

N 203,204 

oO 106 

P 106 

phe 139 

pol 451 

purer 314 

Q 204 

Fed32 424 

recA 146 

recBOD 421 

red 423 

rel 325 

rh} 326 

rho 202 

yna: 320 

Tp0d,E,C,D 186,202,200 
rpoH 302 

tra 36,62 一 的 ,2]1 
inp 440-441 

tRNA RR 64 
trpEDCBA 296 

amu 146 

tng 96~97 

urab 191 

uvrABG 146 

aie 309 

WEES 01—63 
TMtRNA 基因 215 
BORER A 57 

68 RNA 基因 63 
细胞 回 基 因 64 

I 型 tRNA 其 内 215 
REBEA 596l 
组 蛋 自 基因 61-62 
基因 束 达 调 接 的 分 子 机制 3977~ 和 1 
螺旋 379,382,386 ~395 
=“ 姻 旋 一 转角 一 "螺旋 387 一 393 
C/C WBE 386,395 
/HE 型 锌 指 386,394 
Cro 蛋白 的 三 维 结构 389 


Cro REN One 的 作用 333 

1 ARRARIR 886~387,396 
RA 序列 的 对 称 性 879 一 350 

蛋 鼎 质 相 互 作用 的 复杂 性 998 
二 倍 轴 对 和 丈 379 

二 信和 话 转 对 称 ”3?9~380 

富 含 公 酰 胺 的 转录 激活 区 396 
BAWRMAG RRR 396 
负 调 控 因子 386 

SES RRR 382 

Fah Anp ALS A RAE F393 
滑动 假说 398 

基因 表达 铜 控 间 定义 277 

革 因 表达 调控 中 的 三 类 作用 37 
接力 假说 398 

ROBBER 400 

Len 拉链 ”386,395 

Len 拉链 与 二 聚 体形 成 ”395 

Ji 操纵 元 的 双 启 动 字 结构 ”399 一 409 
2 Cro BE] 380-~395,389 

2 NCIS 38L 
4 BEA 380~385 

2 BE RR 381~382 

2 BRAM A MRO 962,397 
2 ASE A 383 

4 阳 坎 蛋白 的 正 调控 作用 382-384 
2 SLBA N 端 结 移 城 的 结构 ”387 
MBRAC RAST AA AL 388 
2 EMRE RAPE EAR He 380,385 
两 类 遗传 信息 及 其 差异 ”377 一 379 
REPE 396~397 

螺丝 对 称 379 

TEER 397 

平移 对 称 379 

起 阻 过 蛋 启 作用 的 RNA RSH 309 
RNA MaM 工 396 

RNA 开关 系统 400 一 401 

RecA RABAT 380,385 

色 氨 酸 衰 减 子 400 

WHE, 390~ 293 
识别 螺旋 交换 试验 ”390 ~393 
petk Pak 390—393 

Wk 390—393 

RERMEZ 382~383,396 

PATA 结合 天子 TFD 396 
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TEMA $H- 
WR Ate 
FREE 379 
同形 异 位 下 白质”393 

UlsnRNA 401 

链 指 结构 ”386,394~395 

FURR a 螺旋 一 转角 一 " 螺旋 ”393 

正 调控 内 子 386 

正 负 调控 的 相对 性 ”398~400 

SHUR 306 

转录 因子 OoetL 和 Oct2 893 

转录 因子 Pit 393 

胆 过 有 恒 白 加 时 与 两 个 后 作 子 结合 396~397 


基色 定位 67 一 ?2 


接合 定位 68~69 
HEET 70~71 
ABR TiTa 
遗传 交换 定位 “67 人 ~ 的 


BREA 387 
BALE 469—488 


a 互补 472~473 

8- 内 酰胺 酶 基因 271,483 
FaR 475 

CI 温度 敏感 突变 体 ATS 
eDNA 克隆 条 77 一 条 8 

cos 质粒 476 

穿梭 载体 473,475 

促进 基因 工程 的 重大 发 更 469 
放射 标 证 的 DNA 探 针 478 
ARPA BLE 475 
ARRE 475,483 

复制 原点 471,478 
FRR LE 483~486 
感受 态 细胞 473 

回收 载体 各 4 一 和 

IPTG 473 
PATRAMBMRE ARE 479—480 


基因 组 文 央 46 


抗菌 素 抗 性 基因 ”全 3 
吉隆 载体 472 一 473 
tcl? 473 

tacZ 5 473 

lac BNF 475 
AA 476 

M13 系列 473 


BFE 48 
HIERN 152,470 
With: 478 
R: M PRAHT 475 
pBRS22 471~472,478 
PEX RIL 475 
PEK RA) 475 
PUC 系 列 472~473 
平 齐 末 端 152 

人 生长 源 素 基因 工程 483~486 
MENRE 475 

T-DNA 480~481 

下 质粒 480~481 

too BF 475 

tee ADF 475 

ene 152 

Ai 152 

土壤 杆菌 480 

X-gal 473 

FGA 152~153,469~470 
fA Sik 271,475 
胰岛 素 基 因 工 程 482~485 
CHF REALE RH 486 
杂交 180,476,478~479 
载体 471~476 

质粒 扩 增 、472 

植物 基因 工程 480~481 
自主 复制 序列 4RS 473 
EAS 59-~60 
基因 扩 增 109~111,338 
基因 型 ”159 
基因 转换 45,411~413 
AR 60~61 
基因 组 32 
Bin 413 
IME MMAR 335 一 936 
HERE 346 


FE DNA 17,104, 187~128, 149, 151~156, 


177 ~178,193 ,287 ,346-~947 


Hat, RNA 207~208,213,258~259, 400~401 


WEA 160 
WAM ”148 一 149 
WEN 3,13~14 
WEAR Ly 171~173 
WAR 160 


25026 


Bee Te 160 as 
BABI 403—409 
交换 固定 45 
交 联 149 

脚印 法 192 

接受 位 点 348~350 
FRENE 198,421 
TARR 54 

FTA 21,23 
进化 种 75 

居民 DNA 181 
均一 化 作用 “上 
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Klenow 片断 192 

开放 性 启动 子 复合 物 188,197 
抗 红 霉 素 基 因 400 

抗 药性 基因 431 一 432 
MALLEA 203~206,906 
抗 终止 机 抽 2305 一 206 
可 弯曲 性 52 

可 诱导 操纵 元 282 

可 诱导 怖 式 成 分 356 
FRO T 282 

克隆 载体 472-473 

空转 反应 325 

EHRE 443 

RE 208~301 
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L-19 228~226 
lac HATE 34, 187~188,283-~291,399 ~400 
lel 284 
talt 473 
luO 284,287~290 
tO? 287,290 
keUF-5 192,476 
lZ M15 473 
RA 
atiB 和 BOB’ 序列 424~428 
ait LIA BOP! EF) 426~427 
attP fl POP! PEF] 424~428 
UP 的 蛋白 质 结合 位 点 428 
at 的 核心 序列 与 Tn3 res 位 点 的 比较 “443 
atik PI POR! F3) 426~427 


«HUE Bega BR 882,887~390 
CIZA 38~30,306~807,380~ 285 
QI 蛋 自 与 深 原 生长 “306 一 309,319 一 320 
QI BA 3808 

Chi JU" 422-423 

Cro Rf 39,306-~307 ,380~385 389 
Cro 蛋白 的 三 维 结构 389 

Cro BAH On 的 作用 380 

cy AEk 809 

BA SMBARM 422~423 
IER 319320 

复制 起 始 105~106 

SWRA 106 

复制 终止 147 

HFA 424 

gom 基因 与 滚 环 复制 ”111,422~423 
深 环 复制 ”111,422~423 

共享 磷酸 382 

41 基因 ”307 

himd 基因 307 

核心 序列 427 

wt 基因 309,319~321,427 

基因 和 户 产物 与 复制 起 始 105~106 
抗 终止 蛋 记 ”203 一 206 

抗 终止 机 制 205~206 

型 解 生长 与 溶 庆 生长 的 调控 306~309 
烈性 突变 309 

MOI 值 807 

micQ 316~317 

SED 39 

NSA 203-~208,308 

nut 206 

null 205 

nur 205 

逆转 刺激 因子 FIS 426 

ori 序列 106 

Pa 307 

P, 307,300,320,427 

Pe 189,475 

Py 307 

Pa 189,475 

Pa 316~317 

QE 204~205 

qui 205 

切除 梅 426~428 


WARA 209 

red 基因 423 

rac 320 

FRR 38~39,807~309 424 427 
sib fi 320 

TASER 390 

酸性 激活 区 382 一 383 

oe) 97,111,422~423 

UV 复活 144~145 

晚期 操纵 元 203 

sis 基因 309,427 

线形 分 子 和 环形 分 子 的 转变 87~38 
限制 和 修饰 模式 “151 

ThA 38 

ERER 307 

AM FHRA 203 

TRUER 424 


ERAT SABES 39,147, 321, 380, 


885 
早期 操纵 元 的 操作 子 序 列 381 
整合 的 分 子 机 制 427~428 
整合 寄主 因 于 IHF 426~428 
BAM 309,319-~321,420-~428 
整合 与 切除 424427 
转录 激活 105 
阻 遇 蛋白 操纵 元 203 
FRE Wa 381—382 
BEA N 端 结构 域 的 结构 387 
阻 通 蛋白 结合 的 协同 效应 ”382,397 
阻 过 蛋白 二 聚 体 与 操作 子 结合 模型 388 
阻 遏 蛋白 的 负 调 控 作 用 383 
阻 晕 蛋白 的 正 调控 作用 382384 
诺 向 早期 操纵 元 208 
作为 克隆 载体 71~72,476 

Leu 拉链 ”386,385 
Lex A 145~146 
LINEL 461 

类 表皮 生长 因子 结构 域 78 
Æ IS 430,482 

离 体 定向 诱 变 178 
MASK 198 

连环 分 子 88,117 
Re Wo 
联 会 丝 复合 体 405~406 
链 环 数 站 
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Meet 309 

4%, 277,345 

这 6 

WAR ae, jd 
磷脂 酶 C 2 纪 6 
MRP 175,193 
KRIEGE 208,306~307 
SRR PERO 19,21 
Hien Ay 13~21 
Seay 18~46 
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M13 112,180,473 

MIRNA 225 
Moselson-Radding 寞 型 406-~408 
mic F 316 

mic Q 316~317 

mie RNA 316 

MOL 307 

mRNA 二 级 结构 ”317 一 343 
mRNA BEM 309870 
mRNA 前 体 的 选择 过 拼接 364308 
mRNA 寿命 ” 319821 

mRNP Hee 363 

Mu WRI 176,441~443 

mut EA 138,176 

EMRE 336 

EF 207~208 

RT 249-257 

免疫 注 物质 39 

FAVE 825~326 

Ae) LT 

AUR BRB 430,432,434,439 
AMAR WT 

模板 链 det 


N 
NA 203~206,506 


NOI 104,187~138,151~156,208 


NE ee 207 ~208 
NNG 173,175 

nu tay 420 

内 部 引 肝 序列 221 
AHE Y= 
AST AI) 
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内 元 32 - 83,356,216 ~ 237,364 ~ 368,461 


WER 239-210 

MERE 298 ~ 240,445,451, 464 
AMERA 152,470 

Sitik 478 . 

REE N-E 96~97,136 
ME 397 

Mi 22 


o 


Ompt 71OmpF 316 
on RA 451,458 
ori Fem 106 

oriC 102~105 

ovis 基因 231 


P 


Prey 447~449 
王位 点 262 
PLM: 443 

P16 和 P23 212~213 
Pa 316~317 

Ps 307 

oir SR 139 

Py 306,309,320, 427 
Pry 434 

Pour 484 

Pi 和 Py 189,475 

Pu 307 

Poll 136 

Poly(A) BE 208 -210 
Poly(A) RAE 209~210 
PolyC ROWSE 225 
Pribnow #£ 188~189 
EAA 152 
SBME 379 


Q 


QEA 204~205 

QERRE 317~318 

gut 205 

RaP 34187~197,860~351 
AMTLARE 161,192 
BOF TRRS 161,493 


野人 Ta 


a 


“EGR 198 
262 
105,264 
Mayr (BNA 862 
ERAT 263~264 
wah 175~176 
šak 174~175 
RBE Mt 
FPR 225 
BEREA] 入 
Bt 3~4,14~15 
YUM RE 309 
去 分 枝 酶 “232 
EGER 148 


R 


Rie 225 

red52 基因 424 

RecA 146,380,395, 401~405 410,414 ~423 

RecBUD 420 . 423 

Rec 途径 423 

red | 423 

rel 325 

Rep Era 94,116 

yes 位 点 440~441 

RFI 115 

RFI* 105 

Ree 113 

7h1 基因 ”326 

rho $H 202 

RNAaseH 8321 

RNAasell 218,216,320 

RNAaseD 214~216 

RNAaseH 239,452-~-453 

RNAase P 216,225 

RNA 饱和 杂交 试验 ”名 

RNA AREY 56,298~231 

RNA HERE 223 

RNA-DNA RGF 18 

RNA 复制 227 一 228 

RNA SRE | 817-~318 

RNA FRAG 
NIRS SFO 207~208 
N6-H RUS SARE 1 207~208 
ee 2!-O-B ESF 1,2 207~208 


BR 2-0-FPE') Hes 455 rRBN A TEREE 
处 理 213,258 ~259 
FA 169,228 rRNA HUIS 
JAR, 23s rRNA 27 
400~401 
RNA RAKEI) 184~187 
RNA RAH) 187,596 
RNA RAR ey 35° -3600， 
RNA RAI HEF 193~195,350 
RNARAM I AWT 195~197,360~261 
RNA 开关 系统 400-~401 
RNA AMUN EE REEL 206,209 
RNA 拼接 216237 
Breathnach-~Chambon 规则 ”233 
RFA 231 
IREZ 235 
GEAM 225 
cod EA 228e 
cos Bee T 228~ 230 
长 基因 228 
第 工 类 办 元 217,221~231 
第 正 关内 元 217,281~233 
地 中 海 贫 血 病 233 
GA 228 
2 磷酸 219 
RALTS tRNA 拼接 217 
RAPHE 236~237 
RHE mRNA 217,283~236 
楼 基因 玉 接 过 程 3385~236 
PERRA 225 
环形 内 元 223 
酵母 细胞 色素 了 基因 ”221 
酵母 网 胸 色素 心气 化 做 亚 基 a 基因 2331 
酵母 线 粒 217 
L-19 223~226 
MRNA 225 
内 元 217 
WASSER) 221 
ovis 基因 231 
PolyC Be<s Mig 225 
拼接 体 234 
双核 进攻 225 
去 分 梳 酶 232 
REH 225 
了 NAaseP 225 


位 点 上 入 的 甲 基 化 


人 5D05 。 


BMA RR 228~231 
RNA BHR 223 
RNA Sigm 223 
BNA 催化 与 生命 进化 ”235 ~228 
RNA 复制 227~228 
ecRNP 233 
Bm Sey 235 
moRNP 283 
SPO 启动 子 232 
3) 拼接 点 217 
pih 217,221~227 
WIR RAcRNA 223 
HARRA% 223 
URRA 223 
T 了 4 内 元 228 
tRNA 基因 217 
tRNA 拼接 217~221 
tRNA ESF 219 
ERAH 232,236 
UimRNP 234 一 236 
U2enRNP 235 
UssnRNP 235 
U4/U6snRNP 235 
外 元 217 
5' 拼 接点 2137 
小 外 元 286-237 
UREA SRE 228 
YEHE 237 
hib 217,221 
转 栈 反应 223,232~233 
锥 虫 236 
RNA #4; 210 
rae 基因 320 
Rot ÑH Rot t/a 833—335 
rpad, B,C, D 186,202,206 
rpoH Æ 302 
rm 基因 36,62~63,211 


rRNA 和 tRNA 的 转录 后 外 理 210~216 


ARE RNA 210 
cot 基因 ”人 5 

工 型 tRNA 基因 315 
PELIR 213 
ARF 214 

P16 412~213 

P23 32312-2198 


+ 506 + 


RNA 210 
FRNAaseD 214,316 
RNAaseP 214,216 
RNAase Pt 216 
RNAsseH 213,216 
rn 操纵 元 2 
458 Wik 213 
478 ATK 214 
tRNA BER B ME 215 
RRNA 210 
工 型 tRNA 基因 345 
Heats 31,33 ~34,39~55 
染色 体 步 行 法 “10 一 7 
染色 体 交 又 406 
HEREKE T1~12 
RERE 63 
染色 质 47- 49,341~348 
HAREE 301302 
融合 型 载体 475 
溶 酶 体 蛋 白质 273 
乳糖 操纵 元 34,187 一 188,283 一 鸭 1,399 一 和 0 


8 


BRE RR 154~155 
SER 156 
sod 突变 体 259 

BRNP 233 

8S-D 序 列 264,310,328 
Sextama {Œ i189~190 
sibiu 320 

SINEs 461 

pnRNP 210,233 

S808 反应 146 

SOSHE 147 

EOS 修复 lit 

BPI 354~355 

ssb A 101,112~115,419 
SV40 120 ~ 126,350--353 
032 302 

e70 302 

oR W2 
三 元 复合 物 197 
BARRAT 206~297 
沙门 民 获 软 毛 相 变 “得 3 
上 游 启动 子 成 分 350 


少数 tRNA 250 
SERA 335338 

TSE «390 ~303 

BRAT 267 

FRAN RPS 合成 的 调控 321-323 
WRN 149 

Pity 310~315 

LUGE mRNA 269 

WER 284 

WAX EPARES} 284,970~354 

四 暗中 217,221~297 

HA 21,23 

板 驰 突变 体 925 

FMV 23,25,27 

酸性 激活 区 ”382 ~383,996 

损伤 修复 ”135~149 


T 


TER 228,302~303 
Tei 106 ~108,117~118,303~306 
TATA # 194,350 
TATA 结合 因子 PPD 396 
TATAI 361 
T-DNA 480~481 
TEMA 894~395 
THERE 480 ~481 
Tn ili 8~10 
Taso 438 
ThA HETK 430, 438~441 
tRNA 247-~257 
ember 抑制 tRNA 250 
RMA tRNA SRB 250 
cca ER 215 
DHU PR 247~248 
第 I 类 tRNA 248 
第 I 关 tRNA 248 
动力 学 校对 26 
SIRNA 250 
TRINA 基因 215 
BEP 249 
BRETA 247-248 
BEP 250~251 
附加 个 247~248 
HRS 251 
化 学 校对 251 


还 原 病毒 引物 tRNA 451~455 
VY 247~248 
TARE 249 
工 形 结构 248 
密码 子 249 
OTR Mo 
BMFEASE 251~254 
密码 通用 性 254~255 
密码 的 进化 ”256~257 
三 计划 结构 247~248 
少数 tRNA 250 
TyC  247~248 
tRNA 半分 子 219 
tRNA HF ARB 249 
tRNA ERE 251~254 
tRNA 核 背 酸 转移 酶 215 
tRNA 拼接 217 ~221 
局 功 tRNA 250~251 
线粒体 密码 254~255 
I 型 tRNA 基因 215 
抑制 tRNA 165~160 
描 摆 配对 249 一 251 
原始 副 密码 子 251 
trp 操 织 元 296 一 297 
troay 310~314 
Ty 成 分 445~446 
SA DNA 27 
EHE 274,277 
WE- 276 
RS 282,236 
SRR GE 
ANZA SR 314 
Vy 885 
调演 281 
调控 元 35 
BH 152 
Fi 152 
TARR 996~237 
WERE 337,393 
FUR 404~424 
8 字形 中 间 伴 ”409 ~410 
Chi 结构 ” 竺 0~411 
Chi fey) 422~423 
Cbi 序 列 与 重组 热点 422—428 
Chi F FSM 423 


607 a 


402-423 


410 


FE ER l 
2pm jift 41 
非 同 滨 链 交换 与 S08 语 变 419 
分 支 迁 称 407~408 
gon BR 423 
共 转 换 413 
HOWIE 424 
Holliday 中 间 体 及 就 拆 分 408~411,493 
基因 转换 411~412 
基因 转换 的 极 往 ”条 3 
极 化 元 413 
RUHR 405 
RBA 412 
交互 重组 403-409 
酵母 MAT Fd aod 
SEBO: SEEMS: ”421 一 423 
4? 噬菌体 的 成 熟 与 重组 422~ 423 
KE 405 
KRARS 405~406 
链 交 换 的 方向 “和 8 ~419 
EE 407 
HHR 406 
路 苹 切除 407 
‘Meselson-Radding 
nu 结构 420 
切断 406 
RecA 404~405, 410,414 ~423 
RecA 的 性 质 415 ~416 
RecA 促进 链 交 换 418~419 
RecA (iit Holliday 中 间 体 形成 。、420 43 
RecBCD 420~423 
Ree¥ 途径 423 
reds 2 基因 404 
red EA 423 
染色 体 交 允 406 
ssh 蛋 册 49 
HEKSER 416、417 
免 了 结构 422 ` 
Sh AR VO 431 

te Ald 


可 外 同 源 重组 45,405 
FHC 407 

FR 408-~409,411~413 
FRR 41~a12 
TRE 411~412 
FISH Sir 424 
突变 159~182 

R i} 162 
HRAT 160 
错 义 抑制 164, 167~169 
am 基因 176 
DNA 分 折 造 传 学 178 
单 点 突 灾 160 
SMR 160 

定点 突变 W9 

Him 160 

定义 与 分 类 159~161 
oe 172~173 
Reese 178 
EER 180 
非 条 件 突 变 161 
SRR 179 

he3 HG 181 

Ba 100 

化 学 修饰 173 一 175 
HARE 161 

回复 突变 烦 率 162 
基因 闻 抑 制 突 迹 162,104~1714 
基因 疗 间接 抑制 突变 “170 -371 
基因 内 神 制 突变 163 一 16 
基因 转移 180 
ieee tex : 
WEMA 160 
WAI 171173 
HERA 160 

BEM 160 

离 体 定向 诱 变 178 
硫酸 二 甲 醋 175 

‘Mis tite 180 

Mu 噬菌体 176 

mut ER 176 

KNG 173,175 
RTL 161,192 
Kia F PRI 161,192 


Resi 175 ~176 


FEM UTAH 15 
Fa 160 
SW 161 

T4 DNA RAE 180 
条 件 型 突变 “161 

同 义 突变 160 | 
间 源 重组 181 
ANAS Be Ry 171 
罕 变 频率 160 
BRS 477 一 178 
wra 基因 181 
烷 医 化 试剂 175 
ERRE 161 
EERE 169 
无 声 实 变 161 
FREE 160 

无 义 抑制 164~167 
OFA REE 178 
SRM. 171172 
mg 175 

AOR 175 

EAR 174 
RARE 160 
IERE 160 
FSIEM) 164,169 
WHS 161 

抑制 基因 “164 
WHS 108 
RRR 175 

原 位 同 复 突变 161 
180 

KERA 176 
EPAL 160 
ERE 161 
Hee 162 
致死 突变 160 
HERE 161 

转换 160 

Ke 176 
HERE 160 
ARIRE 161 
组 成 型 表达 16l 
at 21~23 


u 


UlsnRNP 834 ~ 26d 
U2snRNP 235 
USsnRNP 2385 
Ud/U6snRNP 235 
U6 JER 360 

ao 基因 146 

tag 基因 96~-97 
urs3 HEB 181 

UV 复活 IH 


y 


VEDNA 18 
Vinograd 方程 23 


+10 


V-an. 基因 457-459 


w 


WAE 144 

APEE 451 

EFP IT) 

外 元 56,71~75 

BORGIR 175 

网 织 红细胞 369 

BARH 4 所 443 

习 点 特异 性 重组 ”424 
etiB 和 BOB’ 序列 
atil 和 BOP! 序列 
attP 和 POP! 序列 


~428 

424--498 
426 ~ 427 
424~428 


HP 上 的 蛋白 质 结合 位 点 428 


ett® #1 POB’ 序列 
附着 点 424 
核心 序列 口 427 


426 ~ 427 


REAL MAT 序列 的 转换 42d ~ 495 


2 MB DNA 的 


全 与 切除 424~427 


2 MRA AS FHL Ga] 427428 


WRRWAS TIS 


420 


切除 降 Xis 426~428 


EREE 424 
ash AS EP 
Ray 426~428 


426 ~428 


整合 和 切除 时 nt BRO TAAL 427 


TEDNA 7,42~47 


WERE 161 
稳定 RNA 210 


© 509 © 


RRBBSRA 282 
TARBE 283 

HARE 16l 

无 义 突变 160 

PAREPA 202 

光 义 抑制 ”164~167 

5- 气 胞 莹 ”347 

S-P aen 17,154~156,177~178 
SNE 171-172 

BEA 273—274 


x 


zis EA] 309,427 
EMR 1,206 

纲 胞 器 64-~67 

先导 链 97,115~116 
Bye 284 

腺 病毒 117120 
线粒体 65 一 67,78 一 79 
BRAR 2354 一 255 
REE 150~157 
Rua S (ete 150~187 
RBA 45,405 
小 沟 3,13~15 
ANGE 19~21 

小 外 元 56,236~237 
AER, 258 

切 同 效应 191 
PREAH SM 435 
镍 描 结 构 386,394~395 
REAT 274 

信号 识别 颗粒 273 
HEU 271,275 
IRSE 271,274 
PREIS 138—147 
HIRE REATRA RR 228 
收复 186~157 ， 
CRAM Mi 
修饰 酶 150 一 457 

神化 乙 锭 25~26 
fee 24~25,04~95 


Y 


YENE 287 
HERAT RIA, 198 


w=51Q ee 


EA 99 

HEHE 206 
MHF 265~266 
FRR 825—326 
HN 249~251 
FEA 159 

液体 保持 恢复 130 

I 形 DNA 27~28 
DEDNA 27~28 

I 型 tRNA 基因 215 

一 致 进化 75 

Tew 404~464 

同 源 重组 404~424 

位 点 特异 性 重组 404~405,424 ~ 428 
遗传 重组 的 定义 ”404 

和 遗传 重组 的 分 类 404 
SHEA 404~405 
ome 404~405,429-~ 464 
SSE 75 

RENG 407 

RRR 345 

AEDA 408~400,411~419 
WHEE 164 

抑制 tRNA 165~169 
32E 97~100,113 
引发 体 105,113 
隐藏 由 RNA 369 
FARREE DNA 42 

[eke 284 

有 义 链 184 

诱导 282 

预 引发 体 105,113 

原 病害 450~456 
原 桩 生物 31 

ERZ 175 

振 始 副 密 种 也 251 
源 始 细胞 76~78 
EREHE 89,147,321, 380,385,422 
原 位 回复 突变 161 

ge 271 


2 
Z-DNA 14~21 
A% 11,180,476,478—479 
载体 70,47E~476 


TARR 180 ABGWBB, 30-346 


其 该 基 困 表达 832-1 ASBMB 345 

ANT-C 337 组 蛋白 的 砚 酸 化 和 去 磷酸 化 345 
氮 甲 吗 叭 引起 的 DHFR 基因 扩 增 ”838 组 蛋白 的 乙酰 化 ”345 

BX-C 337 惧 楼 基 玉 表达 的 转录 调控 34833 
沉寂 区 子 340 Britten-Davidson 模型 ”348 一 350 
持家 基因 335~836 Bam 岛 360 
HEDT AF rDNA 扩 增 ”338 PREF PER 858,361 

FA mRNA, it mRNA 333~395 “7B MAK” 359 

HE 335 CCAAT #2 194,350 

TEAS 333 CTF 355~356 

MGS 340 , OE rRNA SERRA 880 
基因 丢失 837 ` 反 式 必用 因子 354~356 
RAPA 111,338 反 式 因子 与 顺 式 成 分 的 作用 “356 
Mëma 935 ~336 QC 354~355 
WORST 339 ~ 341 GCD2 4m 362 

EHAR 336 GCN2 基因 362 
SARRARAAR 34 QCN4 基因 362 

区 域 特异 性 转录 因子 327 感受 位 点 348~350 

RNA 馅 和 杂交 试验 。333 AMMAR 357 

RNA 心动 的 杂交 33 了 酵母 通用 氨基 酸 近 制 361~362 
Rot'/, 333~335 结构 基因 ”348~349 
观 小 染色 体 、338 接受 位 点 58 一 350 

REA 385336 WBBM Ms 356 
同形 异 位 权 337 Ma 354 

同形 算 位 突变 326 SRRRARA A ”358 一 359 
同形 异 位 现象 ”336 能 产 型 复合 物 353 

稀少 mRNA, 复杂 mRNA 333~335 7SK 基因 360 
ARRARAS EAN 31318 启动 子 350-351 

平 甲 基 化 “347 RNA RAI RAF 359-~360 
OG 二 核 背 酸 对 346 - 348 RNA RAIAS POSH 360 ~361 
DNAase I 优先 敏感 性 342 一 3 络 rRNA 基因 转录 特点 359 一 360 
DWAaseI 超 敏 感 位 点 。348~344 SPL 354~355 

DNA 超 螺 旋 与 DNAase 工 超 敏 感 点 ”34 SV 各 增强 子 350~353 
ARE DNA 甲 基 化 的 差别 ”348 三 种 RNA 诊 合 酶 启动 子 的 共通 性 ”361 
Pepe 841 上 游 启动 子 成 分 350 

HMG BR 342~343 REARS 250-~354 

FEL AIR 946 TATA HE 194,350 

围 闭 化 和 去 甲 基 化 ”346~348 TATA 样 序列 361 
TRNA 基因 的 包装 比 841 U6 基因 360 

SV40 微 染色 体 342,844 增强 子 350~353,361 

5- 氮 胞 戎 347 增强 子 成 分 “8351 一 354 

Fk 345 增强 子 元 351354 
转录 起 嫩 与 核 小 体 842 丧 强 子 与 良 动 子 关系 ”35& 

组 蛋白 的 修饰 315~816 正 区 控 因 子 激活 357 


= 


PREFE 361~302 
BoA 848350 
PLE 857 
SEAMEN R 958 
237 ,363-~368 

不 同 3 RHE 367—3868 
TAS kma 867 
363 
BABE 236~237 
baRNA 的 选择 性 加 工 运 输 ”363、 
hnRNP 颗粒 ”363 

ERM 365 

WEA TEA 365 ~366 
MAEA 367 

降 钙 索 相 关 基 因 367~368 
mRNA 前 体 选择 性 拼 贸 ”364~368 
mRNPS AH 363 

内 部 拼接 点 型 365 

ATREA 367 

RNA 拼接 ”216~237 

3 多 聚 & 尾巴 309 一 210,363 
SEF 207~208,263 

匣子 型 365 

纤维 结合 蛋白 365 

选择 性 拼接 .365 

组 成 型 拼接 364 

惧 核 基因 表达 的 翻译 阅 近 363 一 371 
MERA 370 

B- 微 管 蛋白 370~371 

(de 基因 369 

和 蛋 自 质 合成 的 自体 调控 370~371 
翻译 扩 增 ”369 

家 蚕丝 心 蛋 点 的 合成 360 
RNA 翻译 起 始 的 调控 ”369~370 
mRNA 稳定 性 368—369 
BOIKE 369 

MRES 370 

生长 因子 369 

PRETE 369 

隐藏 mRNA 369 

影响 mRNA 稳定 性 的 因素 368、…369 
FRAT 369 

Poms (LAI 369 
真 核 生物 31,76 -77 ，! 
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207-~210, 216~ 


RM 76~77 

正 、 负 调控 的 相对 生 398—400 
正 控 制 281 
sea Sa ER 4 
终端 分 化 甸 胞 369 

终止 予 强度 与 mRNA 稳定 性 319 
AR 271 

主 链 3,13~14 

ERA 274~275 

FER 184 

aie 184 
eki 20L~208 
E.coli RNA FSS RE 186 
二 元 复合 物 197 
RE lst 
封闭 性 启动 子 复合 物 197 
负 链 RNA 病毒 185 
Bowe 186 

通 文 序列 200~203 
解 旋 酶 活性 198 

JERE 202 
开放 性 启动 子 复合 物 188,197 
抗 终 止 蛋 白 203~206 
2 ERRARE 203 
利 福 霉 素 198 

利 福 平 198 

模板 链 、i84 

NE 203~206 
NusA 206 

NusB 206 

mt 位 点 206 

nutL 205° 

nutE 205 

Poly(A) F7] 206 

日 看 向 204~205° 

aut 205 

起 始 核 音 酸 位 点 198 
ÆR 186 

RNA 合成 步 了 185 
RNA 合成 速度 199 
RNA 合成 特征 185 
ENA RAN 184~187 
RNA AIMEE BAB 206,209 
ey 200~206 

rho 基 202 


sud eR 202 
syam 185 
tEAM 197 
PERMIAN SE 203 

死 义 突变 裤 性 效应 202 
有 义 链 184 

右 向 早期 揉 织 元 203 
win 199 
EKRA 198 
REI 206 

还 基因 203 
HEME 198 
ARC RNA RARE 187 
ARARE 206 
JES: RNA wee 184 
HEFP 200~206 
转录 起 始 197 
转录 起 始点 的 选择 198 
转录 终止 200 
AAPHRA 203 
得 隶 产物 的 修饰 207~210 
ARIER 208 
ARARE 208 
mRNP 210 

WHF 207 一 208 

W870 207~208 
371 207~208 
ig 2 207 一 208 
Erh 208 

帽子 结合 蛋白 208 
NHR 208 
区 - 甲 基 岛 背 酸 207 一 208 
Poly(AYRa hE 209~210 


RNA KIRT MH 208210 


EnRNP 210 
UlsnRNA 210 


Eb NAR TE Bis 281—297 


AraC 的 下 、 负 控制 功能 ，394 一 298 


arol 294~296 

araOc 294~296 

eraO% 204~296 

BME RBG 293~296 
有 - 半 乳 糖 其 了 酶 ”283 一 286 
BAR 291 
FIRAT 291- 203 


本 摊 组 成 型 合成 ”2386 
älg 286 
PIRS 283 

Cmt 2942968 

Cr 294298 
cAMP-CAP 290~291 
操纵 元 283—285 
操作 子 285 

HALA 283 
Ree 297 

反 式 作用 284 
HMB 283 
Hizkl 281 
glP1,P2 292 
glOr, Ör 292~293 
互补 试验 284 
IPTG 288~284 

i- 灾 变 体 280—290 
i-¢ 突变 体 290 
Beek 289~290 
at 289—290 
结构 基因 285 
[诱导 操纵 元 282 
WAT 282 
loc FRG EE] 286~290 
lack 284 

lO 284,287~290 
luo 突变 287,290 
TERESI 203 
FIRJ 283—291 
色 氮 酸 探 织 元 296 ~207 
DAH 284 
tryEDCRA 296 
trgO 296~297 
trek 206~297 
ATAA 285 

无 辅 基 诱导 蛋白 282 
无 辅 基 阻 过 蛋白 283 
BE 284 

Bete 284 

诱导 282 

诱导 物 282~283 


z| 
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IES] 28l 2y7BI 操办 元 314 


EJ 283 ur Bi 前 导 序 列 315 
maam 231 CAM-RNA 从 成 本 突变 310 
转录 的 时 序 调控 298 309 衰减 子 的 普遍 性 ”8313 

ADP 核糖 站 转移 酶 302、 303 衰减 子 的 生物 学 意义 ”314 
CI By 306~307 rp 操纵 元 310~313 
CIRA 306 tro 前 导 肽 ”310~313 
CUBA 306 trog EA 310812 

人 hro 蛋 白 306~307 wp RRS 310313 

cy RE 309 trp 衰减 子 二 级 结构 ”311-~-312 
8371 基因 307 ANSARERP RH ol 
hima 基因 807 暂停 位 点 。314~315 

int Ef 309 HR SMI 311,314 
MTR o PR 298301 转 位 因子 BE-G 265~267 
TERT AM fk SPOL 298 一 301 转运 小 泡 274 

2 哈 苦 体 两 种 生长 局 期 的 选择 206~309 HREN 223,292~293 

烈性 突变 309 HEAR) 404~405,429 ~443 
MOI 值 307 RMS 431 
NEA 306 PRP BE 438 

Pr 307 HAREE inp 440 

P, 309 插入 序列 430~431 

Pu 307 长 来 端午 复 431 

HARAP 309 ESR LAMBA EM 435- 436 
rpoH htpR) 802 BAM 2HRRM HMR E 435-436 
热 震 惊 反应 ”301 一 302 多 皇 贝 抑制 434 

BURGER 301 反 义 RNA 435 

热 震 惊 基因 启动 子 303 非 对 称 模型 438 

溶 原状 态 的 建立 307~309 复合 转 座 元 431430 

vB2 802 复合 苇 座 元 的 起 源 493 

oT0 302 复制 重组 405 

5 RAT 302 复制 元 融合 438 

TARNA AA CEN 302~303 各 片断 的 倒 位 ”型 2 一 443 

T4 Mot RA 303 G+ Ef 442-~445 

T7 RNA RAM 303 Gt 一 ) 走 向 442~443 

T7 RNA RSMAS 305 gin 基因 ”442~448 

T7 的 三 组 转录 产物 303~306 共 合 体 437 一 441 

T7 的 生长 周期 304 共 合 笨 的 拆 分 437 一 径 1 

wis Æ 309 - 共 合 现象 ”437~438 
EIR 307 him EE 443 

SSH 309 hins gin,cin $ ink 四 种 基因 产物 的 比较 ”448 
转录 的 翻译 调控 “310 一 3 二 IS 430 

不 依赖 p APH Ab 310~312,314~315 IS iff 432 

BARS RIMMER S 314~315 TIS 未 合体 438 

zz 操纵 元 310 995 bp 片断 的 个 己 443 
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